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Prefazione 
alla IV edizione 


Sono trascorsi sei anni dalla uscita della III Edizione della “Biochimica medica” di 
Siliprandi-Tettamanti. In questo periodo lo scenario dell’organizzazione dei servizi sani- 
tari e della pratica professionale medica è sensibilmente cambiato, con crescente attenzio- 
ne alla tutela della salute, alla prevenzione, alla massima razionalità dell’intervento tera- 
peutico, alle applicazioni biotecnologiche in medicina e al coinvolgimento responsabile 
del cittadino. Ciò ha avuto ovvie ripercussioni sui processi formativi, in dinamica evolu- 
zione, e sull’aggiornamento continuo delle figure professionali che operano nel campo 
medico-sanitario. Da qui la necessità anche per quanto attiene un singolo corso di studio, 
la biochimica, non solo di un aggiornamento corrispondente all’impetuoso ampliamento 
delle conoscenze nel settore, ma anche, e soprattutto, di una sempre più stretta integrazio- 
ne sinergica con le altre discipline, in modo da fornire allo studente in formazione le ba- 
si per la più corretta interpretazione fisiopatologica della malattia. 

Il Prof. Siliprandi, che della visione medica della biochimica è stato cultore attento e 
illuminato propugnatore, ci ha lasciato da tempo. La sua impostazione, di immutata mo- 
dernità, è però rimasta viva ed ispiratrice. Essa è stata costantemente seguita nella elabo- 
razione del testo, si spera con sufficiente efficacia. Pertanto il testo è sempre “Siliprandi- 
Tettamanti”. 

Si è deciso, nell’intento di dafe linearità all’apprendimento, di mantenere l’imposta- 
zione classica dell’insegnamento della biochimica, e cioè di partire dalle molecole per ar- 
rivare alle funzioni. Donde la suddivisione del testo nella “Biochimica strutturale”, 
“Biochimica metabolica” e “Biochimica funzionale”, avendo cura, pur nella necessaria 
concisione, di trattare sia gli aspetti funzionali che sono propri di tutte le cellule, sia di 
quelli che sono prerogativa dei sistemi più altamente specializzati, e sono presenti nell’uo- 
mo. Degli intimi meccanismi chimici delle reazioni è fornito solo qualche esempio, allo 
scopo di non appesantire eccessivamente il processo formativo ed evitare disaffezione. È 
stato possibile mantenere questa impostazione ed estendere il campo d’azione solo grazie 
alle alte competenze e alla preziosa collaborazione dei Colleghi Professori L. Avigliano, 
C.Balduini, F. Bussolino, P. Chiarugi, D. Condorelli, G. De Luca, A. Giuliani, G. Goracci, 
C. Guarnieri, M. Maccarrone, E. Monti, A. Passi, A. Prinetti, L. Riboni e V. Zara. A tutti 
loro va la mia più sentita gratitudine. 

Questa IV Edizione è proposta, come le edizioni precedenti, agli studenti che hanno 
scelto percorsi formativi nell’area delle scienze della salute dell’uomo, ed anche a profes- 
sionisti di questa area che vogliano aggiornarsi su più recenti acquisizioni in campo bio- 
logico-molecolare e riceverne stimoli per una più efficace pratica professionale. 

Sarò molto grato a studenti e docenti che vogliano segnalarmi inevitabili errori ed im- 
precisioni di cui mi assumo la piena responsabilità. 

Esprimo poi il mio più ampio apprezzamento alla Piccin Nuova Libraria per la fatti- 
va e paziente collaborazione usata durante la non poco impegnativa preparazione del te- 
sto. Infine un grazie affettuoso va a Luisa, mia moglie, la cui amorevole comprensione e 
abilità informatica ha consentito che l’opera giungesse alla conclusione. 


Milano, Aprile 2011 
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Introduzione 





La biochimica studia i componenti chimici degli organismi viventi, i processi con 
cui questi componenti vengonò sintetizzati e demoliti e le modalità attraverso le qua- 
li essi danno origine alle funzioni tipiche dei viventi. La biochimica medica ha come 
proprio oggetto le cellule, i tessuti e gli organi umani, nonché l’organismo umano nel 
suo complesso. Essa è caratterizzata da concetti generali derivati dallo studio di orga- 
nismi anche molto semplici e di altri animali, e concetti specifici propri della specie 
umana. Intrinseca alla biochimica medica è anche la costante attenzione alle modifi- 
cazioni composizionali, metaboliche, funzionali, di origine genetica o da causa esoge- 
na, che caratterizzano gli stati patologici. 


LE BASI DELLA VITA SONO CHIMICHE 


Gli eventi propri degli esseri viventi obbediscono alle regole e alle logiche della 
chimica.Tuttavia le condizioni operative in cui avvengono i fenomeni chimici negli 
esseri viventi sono peculiari. Innanzitutto l’organismo vivente è un sistema ordinato 
per raggiungere e mantenere il quale è richiesta continua disponibilità di energia libe- 
ra. Il sistema è aperto all'ambiente esterno dal quale attinge elementi essenziali (qua- 
li acqua e sali minerali), energia (sotto forma di composti chimici degradabili) ed O,, 
e al quale restituisce prodotti terminali (scorie metaboliche), quali CO, e composti 
azotati (ammoniaca, urea, ecc.). Una seconda pecularietà è che le reazioni chimiche vi 
decorrono con velocità straordinariamente elevate in quanto catalizzate da enzimi, 
quasi sempre di natura proteica. Le reazioni quindi, anche riguardanti molecole sem- 
plici, per esempio l’urea che è scissa in ammoniaca e CO,, e l’acido carbonico che è 
scomposto in acqua e CO), avvengono nella forma di complessi macromolecolari an- 
che di elevatissimo PM: 
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ENZIMA: ANIDRASI CARBONICA 


HO + CO, 





Una terza caratteristica è che raramente le rea- 
zioni biochimiche raggiungono l’equilibrio: di soli- 
to il prodotto di una reazione diventa substrato di 
una reazione successiva ed il nuovo prodotto sub- 
strato di una nuova reazione. In altre parole le rea- 
zioni si allineano su “sequenze” coordinate caratte- 
rizzate da una sostanza di partenza, un prodotto fi- 
nale, una serie di prodotti intermedi e un ‘flusso 
operativo” di maggiore o minore intensità. La con- 
tinua sottrazione del prodotto di reazione impedisce 
di raggiungere uno stato di equilibrio: 
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Un’altra frequente condizione è quella in cui una 
molecola si trasforma in un’altra per riformarsi poi 
da quest’ultima, configurando un “ciclo apparente- 
mente futile”. Un esempio è la trasformazione del 
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glucosio in glucosio-6-fosfato e il ritorno di que- 
st’ultimo a glucosio: 


ATP 


a i, 
GLUCOSIO 
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FOSFATO INORGANICO (P.) 


GLUCOSIO-6-FOSFATO 


in cui la reazione (1) è catalizzata dall’enzima eso- 
chinasi (con il concorso di adenosintrifosfato, ATP) 
e la reazione (2) dalla g/ucosio-6-fosfatasi. 
Tuttavia, nella realtà operativa le due reazioni non 
avvengono mai contemporaneamente e quindi non 
esiste “futilità”. Infine, seppure di regola le reazio- 
ni biochimiche sono sottoposte a catalisi enzimati- 
ca, ci sono reazioni non catalizzate che comunque 
ricoprono un rilevante significato funzionale, quali 
la trasformazione fotochimica del colesterolo in vi- 
tamina D; (Fig. 1), e /e reazioni di ““glicazione” di 
molte proteine da parte del glucosio (con formazio- 
ne per esempio di emoglobina glicata), responsabi- 

, ll, per esempio, dell’insorgenza di alcune serie 
complicanze del diabete: 
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Trasformazione fotochimica del 7-deidrocolesterolo in vitamina D3. 
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Figura 2 Struttura dell’acqua 
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L'ACQUA NEI SISTEMI BIOLOGICI 


L’acqua è il componente di gran lunga più ab- 
bondante degli esseri viventi, rappresentandone an- 
che oltre il 70% del peso. Pertanto le interazioni fra 
l’acqua e gli altri componenti assumono un signifi- 
cato fondamentale. L'acqua è un dipolo che si ag- 
grega “a conchiglia” su ogni gruppo idrofilico 
(gruppi alcoolici, carbossilici, amminici, ioni, ecc.) 
(acqua di idratazione), istituendo una rete di /ega- 
mi a idrogeno (Fig. 2). 

Quando il gruppo idrofilico appartiene ad una 
molecola organica, l’acqua di idratazione è un’“ac- 
qua legata” che condiziona la flessibilità conforma- 
zionale della molecola interessata e quindi impone 
“conformazioni preferenziali”. Ciò è molto impor- 
tante nel determinare le capacità di interazioni an- 
che specifiche della molecola. L'ambiente acquoso 
pone anche il problema del comportamento delle 
molecole idrofobiche presenti negli organismi vi- 
venti. La tendenza a respingere l’acqua orienta le 
molecole (o le parti delle molecole) idrofobiche ad 
aggregarsi fra loro. Le interazioni idrofobiche fra 
resti apolari degli amminoacidi giocano un ruolo 
importante nel determinare la conformazione (strut- 
tura terziaria) delle proteine: nelle proteine globose 
le porzioni idrofobiche si accomodano all’interno 
della molecola, sfuggendo all’acqua, e quelle idro- 
filiche invece si posizionano all’esterno a contatto 
con l’acqua, risultandone un complesso stabile. 
Nelle proteine ancorate alle membrane le porzioni 
ricche di amminoacidi a resto idrofobico sono inse- 
rite nel cuore idrofobico delle membrane, conferen- 
do stabilità all’ancoraggio: 
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L'ambiente acquoso ha giocato un ruolo deter- 
minante con la comparsa in natura di sostanze orga- 
niche anfifiliche (cioè nel contempo idrofobiche e 
idrofiliche) di relativamente basso peso molecolare: 
i lipidi complessi, fosfolipidi e glicolipidi. La con- 
comitanza di “repulsione” all’acqua, con il conse- 
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guente instaurarsi di interazioni idrofobiche e di 
“affinità” con l’acqua ha generato eventi di enorme 
significato biologico. Infatti per queste molecole la 
forma termodinamicamente compatibile con l’am- 
biente acquoso è una struttura vescicolare, costitui- 
ta da un doppio strato (o foglietto) lipidico in cui le 
porzioni apolari, interagendo fra di loro, tengono 
uniti 1 due strati e le porzioni polari sono a contatto 
con l’acqua: le teste idrofiliche del foglietto lipidi- 
co esterno con l’ambiente acquoso esterno e quelle 
del foglietto lipidico interno con l’ambiente acquo- 
so interno. 

Questa spontanea abilità di aggregazione è la ba- 
se per la formazione delle membrane biologiche, at- 
traverso le quali si conferisce individualità alle cel- 
lule, e si formano compartimenti (organuli) funzio- 
nali intracellulari: nucleo, mitocondri, apparato di 
Golgi, reticolo endoplasmatico, lisosomi, perossi- 
somi, ecc. La presenza di membrane consente inol- 
tre di stabilire gradienti di concentrazione di ioni, 
attraverso l’azione di apposite “pompe” e di per- 
mettere un passaggio di ioni, sotto spinta del gra- 
diente, attraverso appositi “canali”. A sua volta la 
differenza di concentrazione ionica può causare dif- 
ferente polarità fra la faccia esterna ed interna del- 
la membrana e quindi l’instaurarsi di un “potenzia* 
le di membrana”. Nelle cellule eccitabili, quali i 
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Forme di aggregazione di lipidi anfipatici. 
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neuroni, variazioni drastiche del potenziale di 
membrana, provocano l’insorgenza di un “poten- 
ziale di azione”, fondamentale nei fenomeni della 
neurotrasmissione. A sua volta il passaggio di ioni 
attraverso canali può costituire una modalità di ‘“co- 
municazione” fra una cellula e l’altra. Quando le 
molecole anfipatiche hanno una preponderante por- 
zione idrofilica, come nel caso dei sali e acidi bilia- 
ri, la loro forma di aggregazione è la micella, il cui 
interno è occupato dalle code idrofobiche e sulla cui 
superficie, a contatto con l’acqua, sono disposte le 
teste idrofiliche. Nelle micelle possono essere in- 
corporate molecole del tutto insolubili in acqua 
quali i trigliceridi e gli esteri del colesterolo: è sot- 
to questa forma (micelle miste con sali biliari) che 
1 trigliceridi e gli esteri del colesterolo alimentari si 
disperdono nel lume intestinale e possono essere at- 
taccati dagli enzimi digestivi. Infine, in presenza di 
particolari proteine i fosfolipidi possono aggregarsi 
formando una vescicola definita da un unico fo- 
glietto, tenuto insieme dalle interazioni idrofobiche 
tra le code idrofobiche dei fosfolipidi e i segmenti 
idrofobici delle proteine. La vescicola può “riem- 
pirsi” all’interno di materiale idrofobico: è sotto 
questa forma (‘‘ipoproteine’) che trigliceridi ed 
esteri del colesterolo vengono trasportati nel sangue 


(Fig. 3). 
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I “CODICI” CHIMICI DI 
SIGNIFICATO BIOLOGICO 


La biochimica è anche la scienza dei “codici” 
biologici, cioè di molecole semplici che, a seconda 
della sequenza con cui si allineano in-polimeri ma- 
cromolecolari, possono dar luogo a sostanze diverse. 
Il primo codice è quello attinente alle proteine e le 
sue “lettere” sono 20 diversi amminoacidi. Variando 
il numero e la sequenza di questi amminoacidi si pos- 
sono costituire migliaia e migliaia di proteine diffe- 
renti. Il secondo codice è quello degli acidi nucleici, 
per i quali le “lettere” sono quattro, le basi adenina, 
guanina, citosina e uracile per gli acidi ribonucleici 
e adenina, guanina, citosina e timina per gli acidi de- 
sossiribonucleici. La polimerizzazione dei monofo- 
sfonucleotidi di ciascuna base in numero e sequenza 
diversa può dar luogo a pressocchè infiniti differenti 
polinucleotidi. Uno dei più rilevanti eventi scientifi- 
ci in campo biologico è stata la scoperta che 1 carat- 
teri ereditari propri di ogni specie, sono portati dai 
geni, porzioni di acido desossiribonucleico (DNA). 
Ciascun gene racchiude l’ “informazione per costrui- 
re una proteina”: l’informazione è una sequenza 
specifica delle quattro basi proprie del DNA. Questa 
sequenza, quando si attuano le condizioni per co- 
struire la proteina, viene trascritta in una analoga se- 
quenza ( “complementare” ed “antiparallela”) di 
acido ribonucleico messaggero (MRNA), e successi- 
vamente, l’ mRNA “tradotto” in proteina, fornendo il 
binario su cui allineare i singoli amminoacidi prima 
che essi siano legati l’uno all’altro. L’allineamento è 
basato sul fatto che a ogni amminoacido corrisponde 
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una “tripletta di basi” sull’ mRNA, chiamata “codo- 
ne”, (L'mRNA implica una sequenza di triplette, a 
ciascuna delle quali corrisponde un amminoacido), e 
che ogni amminoacido è avviato alla sede della bio- 
sintesi proteica agganciato ad un trasportatore speci- 
fico, l’RNA transfer, che possiede una particolare tri- 
pletta di basi che è complementare ed antiparallela al 
codone, cioè l’“anticodone” per l’amminoacido tra- 
sportato (Fig. 4). 

Il terzo codice, meno bene definito rispetto ai 
precedenti, è quello dei saccaridi. I monosaccaridi 
presenti in natura, in particolare nei mammiferi, so- 
no qualche decina. Combinando assieme i diversi 
monosaccaridi si possono avere prodotti diversi, 
analogamente alle proteine. Tuttavia due situazioni, 
non presenti negli amminoacidi e neppure nei nu- 
cleotidi, caratterizzano le “combinazioni” fra sacca- 
ridi e rendono pressocchè illimitata la possibilità di 
risultati diversi. La prima situazione è che nella po- 
limerizzazione dei saccaridi sono frequenti le “ra- 
mificazioni”, a differenza di proteine e acidi ribo- e 
desossi-ribonucleici dove la polimerizzazione è so- 
lo lineare. La seconda situazione è il numero di iso- 
meri che possono derivare dai gruppi coinvolti nel 
legame tra saccaridi, che è sempre un legame glico- 
sidico (in cui almeno uno dei saccaridi coinvolti 
partecipa al legame con il carbonio portante la fun- 
zione riducente). Si considerino i possibili diversi 
disaccaridi derivabili da due molecole di glucosio, 
entrambe nella forma piranosidica: essi sono 4 per 
il legame o-monoglucosidico (c1-2; 1-3; 
a1+4; a1—>6), 4 per il legame B-monoglucosidico 
(B1->2; B1-3; BI-4; BI-—>6) e 3 per il legame di- 
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Trascrizione di un gene (DNA) in una catena polipeptidica. 
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glucosidico (B, BI>1; a, a1+1; a, BI+1) per un 
totale di 11 isomeri: 


CH50H 


O O 
OH H 


HO di ose HO 


OH e a SR 


isomeria di legame: 1,2-1,3-1,4-1,6-0-glucosidico 


SI noti che nel caso di due amminoacidi uguali il 
numero di dipeptidi è 1. Naturalmente un eguale 
numero di isomeri diversi dai precedenti si ottiene 
qualora i due saccaridi siano presenti nella forma 
furanosidica ed ulteriori isomeri si producono se nel 
disaccaride un componente è in forma piranosidica 
e l’altro in forma furanosidica. Se i due disaccaridi 
sono diversi, ad esempio glucosio e galattosio, il 
numero di isomeri è 8+8+3 = 19, mentre per due 
amminoacidi diversi è soltanto 2. Naturalmente con 
3 0 più monosaccaridi il numero delle possibili 
combinazioni isomeriche aumenta quasi geometri: 
camente. È stato calcolato che i 9 più comuni mo- 
nosaccaridi presenti nell’organismo umano potreb- 
bero essere assemblati in oltre 15 milioni di diversi 
tetrasaccaridi isomerici. Ogni isomero ha comun- 
que una sua conformazione spaziale, che può esse- 
re oggetto di riconoscimento specifico. Interazioni 
specifiche in cui sono coinvolte strutture saccaridi- 
che si riscontrano, per esempio, nei processi di ade- 
sività o repulsione cellulare e nell’innesco di una 
serie di risposte immunitarie. 


IMPORTANZA DEI LEGAMI DEBOLI 
IN BIOLOGIA 


La menzione delle interazioni idrofobiche a li- 
vello delle membrane e dei legami complementari e 
antiparalleli che si stabiliscono fra catene polinu- 
cleotidiche focalizza l’attenzione sulla importanza 
fondamentale che i /egami deboli (legami ad idro- 
geno, forze di Van der Waals, interazioni idrofobi- 
che, ecc.) hanno nei sistemi biologici. Tutte le ma- 
cromolecole (proteine, acidi nucleici, polisaccaridi, 
glicoconiugati, lipidi) sono fondate su legami cova- 
lenti, la cui sintesi richiede enormi quantità di ener- 
gia. Invece complessi sopramolecolari quali /e 
membrane biologiche e le lipoproteine, basano la 
loro coesione e stabilità su una fitta rete di legami 
deboli, con minime necessità energetiche. 


Analogamente, la duplicazione dei geni, la loro tra- 
scrizione in mRNA e la traduzione del messaggio 
contenuto nell’mRNA in proteine, in altre parole gli 
eventi fondamentali su cui si basa la continuazione 
della specie e la realizzazione del fenotipo indivi- 
duale, sono affidati all’accuratezza e all’efficacia 
dei 2 o 3 legami ad idrogeno che si stabiliscono, ri- 
spettivamente, fra adenina e timina (0 uracile) e fra 
guanina e citosina: 
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Da notare che la coppia di legami ad idrogeno 
può stabilirsi solo tra le basi adenina e timina (op- 
pure uracile) e la tripletta degli stessi legami solo 
fra guanina e citosina: pertanto adenina e timina (0 
uracile) sono basi “complementari”, come pure 
guanina e citosina. Va aggiunto che per consentire 
la formazione del legame ad idrogeno le due basi 
complementari devono trovarsi in un orientamente 
“antiparallelo” (cioè disposto su polinucleotidi ad 
orientamento inverso l’uno rispetto all’altro, 
S'3°/3°59°). 


L'ATP: BATTERIA ENERGETICA 
DELLA CELLULA 


Vivere significa disporre e utilizzare energia ca- 
pace di compiere lavoro: lavoro metabolico per 
provvedere alla biosintesi delle macromolecole, la- 
voro per mantenere 1 gradienti di concentrazione 10- 
nica fra diversi compartimenti cellulari, lavoro per 
consentire l’esercizio delle varie funzioni. Le sin- 
gole reazioni a livello delle quali è necessaria l’ero- 
gazione di energia sono numerosissime e svariate le 
modalità operative. La soluzione che si è imposta 
durante l’evoluzione è che tutte le reazioni che ab- 
bisognano di energia (reazioni endoergoniche) so- 
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Diverse modalità di attivazione coinvolgenti l’ATP 


no accoppiate a reazioni in cui 1’ ATP, cedendo il fo- 
sfato (o il pirofosfato) terminale o l’adenilato, fun- 
ge da “donatore” di energia (reazioni esergoni- 
che). L’ATP, in virtù della presenza nella sua mole- 
cola di due legami anidridici “altamente energetici” 
(sono i legami tra il fosfato terminale e subtermina- 
le e tra questi è il terzo resto fosforico) è il donato- 
re di energia “universale” (Fig. 5). 

in alcuni casi interviene il guanosintrifosfato 
(GTP) o l’inosintrifosfato (ITP) con uguale mecca- 
nismo. L’ATP, a sua volta, è generato (per la mag- 
gior parte) a partire da adenosindifosfato (ADP) e 
fosfato inorganico (P;) utilizzando l’energia liberata 
durante l’ossidazione delle molecole da parte 
dell'O: introdotto dall’atmosfera. Il processo ossi- 
dativo consiste nella rimozione di protoni dalle mo- 
lecole ossidabili, con formazione di acqua e la libe- 
razione degli atomi di carbonio sotto forma di CO.. 
Interviene allo scopo un dispositivo enzimatico 
complesso, la catena respiratoria che ha sede nei 
mitocondri: 





SH, H,O 
+ 
O, S 
Pi 
ADP ATP 


Il dispositivo è così perfezionato da raccordare 
con precisione il ritmo respiratorio, e quindi il con- 
sumo di O, con il fabbisogno di ATP. Le reazioni di 
ossidoriduzione proprie della catena respiratoria so- 


» no graduate a cascata in modo che la caduta di po- 


tenziale di ossidoriduzione a livello di ciascuna rea- 
zione sia accompagnata da liberazione di energia in 
quantità sufficientemente piccola per non ledere le 
cellule, ma sufficientemente grande da consentire 
l'inserimento del Pi sull’ ADP. 
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CAPITOLO 


Glucidi 


(a cura di G. Tettamanti) 


Definizione e significato 

Monosaccaridi - Stereoisomeria o isomeria ottica: forma De Le (+) e (—)- 
Struttura ciclica - Anomeri a e f - Glicosidi e legame glicosidico - Principali 
monosaccaridi naturali - Reazioni dei monosaccaridi - Derivati dei monosac- 
caridi 

Disaccaridi - Saccarosio - Maltosio - Isomaltosio - Cellobiosio - Lattosio - 


Glucidi ed altri composti come dolcificanti 

Polisaccaridi o glicani - Omopolisaccaridi: Cellulosa - Pectine - Amido - 
Glicogeno - Destrani - Inulina. Eteropolisaccaridi: Glicosamminoglicani - 
Acido jaluronico - Condroitinsolfati - Dermatansolfati - Cheratansolfato - 
Eparina - Eparansolfati 

Proteoglicani - Proteoglicani della cartilagine 





DEFINIZIONE E SIGNIFICATO 


I glucidi (così denominati per il sapore dolce di alcuni), o saccaridi, sono a/deidi 0 
chetoni di alcoli poliossidrilici (monosaccaridi), o polimeri derivanti dalla loro con- 
densazione glicosidica (oligosaccaridi, costituiti da 2 a 10 molecole di monosaccaridi 
e polisaccaridi, costituiti da più di 10 molecole di monosaccaridi). I glucidi sono an- 
che denominati carboidrati, in quanto in molti di essi il rapporto idrogeno/ossigeno è 
di 2/1 come nell’acqua e il rapporto tra C e acqua è di 1/1. 

La funzione dei glucidi è energetica, costituendo essi la fonte energetica di più im- 
mediata e rapida utilizzazione, e s/rutturale, in quanto componenti delle strutture ve- 
getali (cellulosa), dell’esoscheletro degli invertebrati (chitina), delle pareti delle cellu- 
le batteriche (glicopeptidi batterici) e delle membrane delle cellule animali (glicopro- 
teine e glicolipidi). Glicopeptidi, glicoproteine e glicolipidi, formati da una porzione 
glicidica e da una porzione peptidica o lipidica, fanno parte della famiglia dei ‘“glico- 
coniugati”. 


MONOSACCARIDI 


La formula empirica dei monosaccaridi è (CH,0O)n, dove n può variare da 3 a 9, 
donde le denominazioni di triosi, tetrosi, pentosi, esosi, eptosi ecc. I singoli monosac- 
caridi sono tradizionalmente designati con denominazioni empiriche che fanno riferi- 
mento al sapore (es. glucosio = dolce) o alle fonti (es. fruttosio = dalla frutta). Il più 
importante dei monosaccaridi è il g/ucosio per la sua preminenza quantitativa in natu- 
ra, perché è il prodotto primario della fotosintesi e perché le cellule utilizzano gli al- 
tri monosaccaridi previa loro conversione in glucosio. Per queste ragioni nella descri- 
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zione dei monosaccaridi si farà riferimento alla mo- 
lecola del glucosio. 

A seconda che contengano il gruppo funzionale 
aldeidico o chetonico, e quindi che il gruppo carbo- 
nilico sia terminale o no, i monosaccaridi si distin- 
guono in a/dosi (aldopentosi, aldoesosi ecc.) ed in 
chetosi (chetopentosi, chetoesosi ecc.). 


a) Aldosi. Assumendo il glucosio come prototi- 
po degli aldosi, consideriamone innanzi tutto la for- 
ma aperta o di Fischer: 





Hi me, 
" 
rre— DE 
°| 
HO" <<H 
"| 
H—T—fGT—-QH 
“| 
LE cdi 
CH20H £H20H 
formula formula 
completa semplificata 


glucosio 


SI tratta di una molecola costituita da 6 C, carat- 
terizzata da una funzione aldeidica (C1), quattro 
gruppi alcoolici secondari (C2, C3, C4 e C5) e da 
un gruppo alcoolico primario (C6). Il glucosio, co- 
me tutti gli aldosi, dà infatti le reazioni delle aldei- 
di e degli alcoli. 


b) Chetosi. Nella forma aperta il fruttosio, tipico 
chetoso, presenta un gruppo chetonico (C2), tre 
gruppi alcoolici secondari (C3, C4 e C5) e due pri- 
mari (CI e C6;): 





la chat 
ge O ded 
ddt a 
rRi=C=0H 
4 
H—T—GT—0H 
°| 
£H20H £H20H 
formula formula 
completa semplificata 


fruttosio 


Stereoisomeria o isomeria ottica: 
forme DeLe(+)e (-) 


Ricordando che per atomo di carbonio asimme- 
trico* si intende quello le cui quattro valenze sono 
saturate da atomi, o raggruppamenti atomici, di- 
versi, s1 può osservare che nelle forme aperte sopra 
considerate, il glucosio e gli aldoesosi in genere, 
presentano 4 C asimmetrici o “centri chirali”’(*) 
(C2, C3, C4 e CS), mentre il fruttosio ed i chetoeso- 
si in genere, presentano 3 C asimmetrici (C3, C4 e 
CS). Per la regola di Vant’Hoff i possibili stereoiso- 
meri sono 2*(16) per gli aldoesosi e 2? (8) per i che- 
toesosi. Questi stereoisomeri differiscono per la di- 
versa disposizione sterica degli OH intorno a cia- 
scun C asimmetrico e sono, due a due, enantiomeri 
o antipodi ottici, cioè l’immagine speculare l’uno 
dell’altro. Per esempio fra i 16 possibili stereoiso- 
meri degli aldoesosi troviamo il D(+) ed il L(-) glu- 
cosio, fra loro antipodi ottici o enantiomeri, e fra gli 
8 possibili stereoisomeri dei chetoesosi troviamo 
come enantiomeri il D(-) ed il L(+) fruttosio. 


Hi Ve, Hi uo 


C cc CHz0H CHz0H 
® 
ui ll G—- G=O 
CH;0H CH5OH  CH,OH = CH;OH 


D(+)glucosio L(-)glucosio D(-)fruttosio L(+)fruttosio 


I due enantiomeri di ogni coppia hanno lo stesso 
punto di fusione e di ebollizione, la stessa solubili- 
tà in acqua e differiscono invece per il senso della 
rotazione che imprimono alla luce polarizzata (po- 
tere rotatorio), in quanto se uno dei due enantiome- 
ri ruota il piano della luce polarizzata nel senso del- 
le lancette dell’orologio (destrorotatorio), l’altro lo 
ruota nella stessa misura ma in senso opposto (levo- 
rotatorio). 

Il senso destrorotatorio viene indicato con il 
simbolo (+), quello levorotatorio con il simbolo (-). 

La aldeide glicerica, o gliceraldeide, o glicero- 


(*) L’atomo di carbonio asimmetrico viene sempre 
più frequentemente denominato centro chirale (dal greco 
mano) ad indicare appunto l’analogia della simmetria 
degli enantiomorfi con quella speculare delle due mani. 


s70, possedendo un solo C asimmetrico, può esiste- 
re in due forme otticamente enantiomere: 


H O H O 
0 di 
id i 
sil nell dll 
CH50OH CHo0OH 


aldeide glicerica 


I due enantiomeri della gliceraldeide sono stati 
scelti come composti di riferimento per classificare 
i monosaccaridi ed anche gli ammino acidi. Si attri- 
buisce infatti ad un monosaccaride la sigla D (leg- 
gere di e non destrogiro) se la configurazione intor- 
no al C adiacente al C terminale (gruppo alcoolico 
primario) è identica a quella che si riscontra nella D 
(+) gliceraldeide. Per contro si attribuisce la sigla L 
(leggere e//e e non levogira) ai monosaccaridi la cui 
configurazione intorno allo stesso C è identica a 
quella della L(-) gliceraldeide. Non tutti gli stereoi- 
someri D sono destrorotatori (+), così come non tut- 
ti gli stereoisomeri L sono levorotatori (—). 

In conclusione i simboli D ed L si riferiscono al- 
la configurazione della molecola del monosaccari- 


de e precisamente alla disposizione intorno al C à 


prossimo al gruppo terminale alcoolico primario, i 
simboli (+) e (-) alla rotazione destrogira e levogi- 
ra del piano della luce polarizzata. 

I glucidi naturali appartengono alla serie D. 

Per epimeri si intendono i monosaccaridi che 
differiscono fra loro per la configurazione intorno 
ad un solo C asimmetrico. Così D-glucosio e D- 
mannosio sono epimeri rispetto al C2, D-glucosio e 
D-galattosio rispetto al C4. 


H O H O H O 
Mo %_# Le 
"È o” Di 
CHs0OH CHs0H CHs0H 
D-glucosio D-mannosio D-galattosio 


Le stesse considerazioni valgono per i chetosi. 
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SI può osservare che, a parità di numero di C, il nu- 
mero degli stereoisomeri dei chetosi è la metà di 
quello degli aldosi. Ciò è dovuto alla circostanza 
che 1 chetosi possiedono un C asimmetrico in meno. 
Infatti l’aldeide glicerica, capostipite degli aldosi, 
ha un C asimmetrico, mentre il diidrossiacetone, 
capostipite dei chetosi, ne è sprovvisto: 


4% 4° 
° ian 
ii di vs, 
CHsOH CHsOH 
aldeide diidrossiacetone 
glicerica 


La denominazione dei chetosi viene fatta inse- 
rendo “ul” nel nome del corrispondente aldoso; per 
es. ribulosio da ribosio, eritrulosio da eritrosio e co- 
sì Via. 


Struttura ciclica 


Sebbene molte proprietà chimiche dei monosac- 
caridi siano compatibili con le forme finora consi- 
derate, altre proprietà indicano che i monosaccaridi 
debbono esistere in altra forma predominante. Fra 
l’altro il potere riducente del glucosio è molto più 
elevato di quello che ci si attende da un composto 
aldeidico; inoltre il D-glucosio può presentarsi in 
due forme cristalline: una, a, cristallizzabile dal- 
l’acqua, l’altra, B, cristallizzabile dall’acido acetico 
o dalla piridina. Queste due forme sono intercon- 
vertibili come è rivelato dal fenomeno della muta- 
rotazione. In vivo il raggiungimento dell’equilibrio 
è accelerato enzimaticamente dalle mutarotasi. 

La mutarotazione consiste in quanto segue: una 
soluzione appena preparata di a, D-glucosio dà una 
rotazione specifica (aD20) di + 122,2°; tale valore 
muta col tempo per stabilizzarsi dopo qualche ora 
sul valore di + 52,7°. D’altra parte una soluzione di 
B, D-glucosio dà una rotazione specifica di + 18,7°, 
che muta fino a stabilizzarsi allo stesso valore di + 
IR, 

Quanto sopra è spiegabile sulla base delle se- 
guenti considerazioni. 

Il glucosio è un’aldeide poliidrossilica nell’am- 
bito della quale il gruppo aldeico (C1) viene a tro- 
varsi in prossimità del gruppo alcoolico secondario 
legato al CS. Infatti gli angoli di valenza fra carbo- 
ni, che riproducono l’angolatura di 109° del carbo- 
nio tetraedrico, imprimono alla sequenza dei C nel- 
la molecola di glucosio una ripiegatura ad esagono 
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Figura 1.1 Ciclizzazione del glucosio 
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B,D-glucopiranosio 


Forme ciclizzate 


Questa modalità di rappresentazione delle forme ciclizzate dei saccaridi fu introdotta da Haworth. 


per cui, come mostra la Fig. 1.1, il gruppo ossidrili- 
co in CS viene a trovarsi in prossimità del gruppo 
aldeidico in CI. 


carbonio carbonilico C1, mentre contemporanea- 
mente sull’atomo di ossigeno del medesimo la cari- 
ca negativa accentuata attrae il protone dell’OH del 
CS, ciclizzando la molecola del glucosio. /n altre 
parole il gruppo aldeidico reagisce intramolecolar- 
mente con il gruppo alcoolico in C5 per formare un 
semiacetale interno. 


Anomeri (0 e [) 


L’anello esagonale che deriva dalla suddetta ci- 
clizzazione può essere considerato un derivato del 
pirano, donde la denominazione di forme piranosi- 
che. Importante conseguenza della ciclizzazione è 
la trasformazione del C1 in carbonio asimmetrico, 
con formazione di due stereoisomeri denominati a e 
B. Dette forme isomeriche si chiamano anche ano- 
meri ed il Cl carbonio anomerico. Esse vengono 
spesso scritte in forma semplificata come segue: 


CHsOH CHs0H 
Li ts Loe 9H 
OH OH 
HO OH Ho 
OH OH 
o, D-glucosio B,D-glucosio 


Conseguentemente l’ossigeno, 
dell’OH in CS promuove un attacco nucleofilico sul 


Se si Immagina l’anello giacere su un piano per- 
pendicolare al piano della pagina (per questo si di- 
segnano in grassetto 1 lati rivolti al lettore) nella for- 
ma & l’OH in CI resta proiettato sotto il piano del- 
l’anello, nella forma } sopra. La possibilità di un 
equilibrio fra le forme & e [ tramite la forma aper- 
ta (Fig. 1.1), tenendo conto che l’anomero a dà una 
rotazione di 122,2° e l’anomero f di + 18,7°, spie- 
ga la mutarotazione. Ad equilibrio raggiunto l’ano- 
mero € costituisce il 36%, quello f il 64%. Il valo- 
re di rotazione ottica di + 52,7° di una soluzione sta- 
bilizzata di glucosio (cioè ad equilibrio raggiunto) è 
espressione dei valori rotatori dei due anomeri e 
della loro percentuale in soluzione. 

Seppure in piccola percentuale (0,02%) in solu- 
zione esiste anche la forma “aperta”, come forma di 
transizione fra i due anomeri. La esiguità della for- 
ma aldeidica aperta spiega perché il glucosio dà so- 
lo alcune delle reazioni tipiche delle aldeidi: quelle 
cui le aldeidi sono più sensibili. L'equilibrio mobi- 
le che si stabilisce fra forma aldeidica e forme cicli- 
che, quando la prima viene sottratta all’equilibrio 
da adatto reagente (per es. HCN che la trasforma in 
cianidrina), promuove una continua conversione 
delle forme o e B nella forma aldeidica fino ad 
esaurimento di tutto il glucosio. Vedremo come nel- 
le varie reazioni enzimatiche il glucosio ed i suoi 
esteri reagiscano di volta in volta in forma ciclica o 
in forma aperta. 

Anche il fruttosio (ed i chetoesosi in genere) esi- 
ste in soluzione nelle due forme anomeriche & e B 
in equilibrio fra loro tramite la forma chetonica. A 
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Figura 1.2 Ciclizzazione del fruttosio 
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differenza del glucosio, il fruttosio forma un anello 
pentaciclico (furanosico) in quanto il legame semia- 
cetalico si stabilisce fra il C2 ed il C5 (Fig. 1.2). 

La forma @ è quella in cui l’OH in C2 è sotto il 
piano dell’anello, la forma f quella in cui l’OH in 
C2 è sopra il piano. 

Anche gli aldoesosi possono esistere nelle forme 
furanosiche che sono tuttavia meno stabili di quelle 
piranosiche. È per questa ragione che queste ultime 
sono predominanti in soluzione. 

Se pure le formule strutturali dei monosaccaridi 
vengono comunemente indicate anche per semplici- 
tà grafica in forma di anello esaciclico planare, in 
realtà la struttura piranosica è meglio rappresentabi- 
le dalle due conformazioni ‘a barca” e “a sedia” qui 
sotto riprodotte. Queste formule rendono conto me- 
glio di quelle planari delle proprietà biologiche di 
alcuni polisaccaridi. 

La conformazione a sedia è di gran lunga la più 
comune, mentre quella a barca si ritrova nei poli- 
saccaridi con sostituenti molto ingombranti. In que- 
ste rappresentazioni spaziali i sostituenti (H, OH, 
CH;0H) uniti con tratto continuo al C sono appog- 
giati sul piano equatoriale, mentre quelli uniti con 
tratto tratteggiato sporgono assialmente dal piano. 





Asse Asse 
1 A io 9A 
HÒ HO H 
. Piano ; 
i equatoriale i 
HO FoH 
H : NY H : H 
OH i 


Conformazione a sedia Conformazione a barca 


da 


Anche 1 pentosi possono ciclizzare, secondo le 
condizioni di soluzione (pH, temperatura, forza io- 
nica), sia nella forma furanosica che piranosica. Per 
esempio il D-ribosio ciclizza sia in ribofuranosio 
che in ribopiranosio, forme fra loro in equilibrio. 
Negli acidi nucleici il ribosio è presente in forma B- 


furanosica. 


Glicosidi e legame glicosidico 


L’ossidrile anomerico delle forme cicliche dei 
monosaccaridi può reagire con un OH alcoolico 
creando, per eliminazione di una molecola di H;0, 
Il /egame glicosidico, caratteristico dei glicosidi. 


CHs0H CHs0H 
O 
OH H50 OH 
HO 0-05, 4ò O—CHa 
HO 
o, D-glucosio metanolo metil-a.,D-glucoside 
OH H|O-C O-CH 
O È \ O 4 
OH H50 OH 
HO HO 


OH OH 
B,D-glucosio metil-B,D-glucoside 


Nell’esempio sopra riportato il a,D-glucosio 
reagisce con il metanolo per formare il metil-0,,D- 
glucoside. Analogamente il B,D-glucosio può for- 
mare il metil-B,D-glucoside. I relativi legami glico- 
sidici sono denominati legami & e f} glicosidici, in 
quanto derivano da un OH anomerico @ e f rispet- 


8 @* Glucidi 


tivamente. Il /egame glicosidico è resistente agli al- 
cali, ma è idrolizzato dagli acidi e, specificamente, 
dagli enzimi denominati glicosidasi. 

I glicosidi fra un glucide ed un composto non 
glucidico, come nel caso dei metil-glucosidi, ven- 
gono denominati eferoglicosidi. La porzione gluci- 
dica di un eteroglicoside viene chiamata glicone, 
quella non glicosidica aglicone. 

In natura i glicosidi sono molto diffusi specie nel 
regno vegetale dove l’aglicone è sovente di natura 
fenolica (flavoni, antocianine, ecc.). Di particolare 
interesse medico sono i glicosidi della digitale e 
dello strofanto, ampiamente usati in cardiologia. 
Nell’uomo e negli animali glicosidi vari, specie del- 
l’acido glucuronico, si formano nel fegato come 
prodotti di detossificazione di vari farmaci, o vele- 
ni, od ormoni e vengono eliminati con le urine. 

Si è convenuto di denominare g/icosidi 1 compo- 
sti di un qualsiasi monosaccaride o suo derivato, 
glucosidi quelli del glucosio, ga/attosidi quelli del 
galattosio ecc. Gli oligosaccaridi ed 1 polisaccaridi, 
in quanto derivanti per eliminazione di acqua fra 
gruppi ossidrilici anomerici e gruppi alcoolici di più 
monosaccaridi, sono dei glicosidi (omogflicosidi). 


Principali monosaccaridi naturali 


I più interessanti per la loro abbondanza in natu- 
ra e per la loro importanza metabolica sono gli eso- 
si: D-glucosio, D-mannosio, D-galattosio (aldosi) e 
D-fruttosio (chetosi). 


40° Vel Hi 59 Mia Pa 


C C C ibi 
C=0 
CHoOH — CH50H CHs0OH CHsOH 


D-glucosio D-mannosio D-galattosio D-fruttosio 


Il D-glucosio, detto anche destrosio per il suo 
potere destrorotatorio, è presente come tale nei frut- 
ti e nei vegetali ed è componente sia degli oligo- 
che dei polisaccaridi, da cui si libera per idrolisi 
chimica od enzimatica. E il monosaccaride fisiolo- 
gicamente più importante ed è contenuto nel sangue 
dell’uomo e dei mammiferi nella concentrazione di 
65-110 mg per 100 ml, mentre è presente solo in 
tracce nelle urine. 

Il D-mannosio è molto raro allo stato libero ed 1 


polisaccaridi che lo contengono sono poco digeribi- 
li. Ha quindi scarsa rilevanza nutrizionale. 

Il D-galattosio è molto raro in forma libera, ma 
è presente nel lattosio, il disaccaride del latte, in 
molti oligosaccaridi vegetali, nei glicolipidi, nel gli- 
cogeno delle uova di alcuni invertebrati (denomina- 
to perciò galattogeno). 

Glucosio, mannosio e galattosio sono epimeri, 
differiscono cioè per la configurazione intorno al 
C2 (glucosio e mannosio) ed al C4 (glucosio e ga- 
lattosio). 

Il D-fruttosio, detto anche zucchero di frutta per 
la sua ubiquitarietà nei frutti, è presente in forma li- 
bera anche nel miele. E costituente del disaccaride 
saccarosio e del polisaccaride inulina. E molto più 
dolce e più reattivo del glucosio. Poiché ruota il pia- 
no della luce polarizzata a sinistra, è anche denomi- 
nato /evulosio. Allo stato libero esiste prevalente- 
mente in forma piranosica, negli oligo e polisacca- 
ridi in forma furanosica. Il fruttosio è molto abbon- 
dante nel liquido seminale (2-3 g/litro). E infatti 
sintetizzato nelle vescicole seminali come substrato 
glucidico preferenziale degli spermatozoi. 


Reazioni dei monosaccaridi 


Prodotti di riduzione dei monosaccaridi. I grup- 
pi aldeidici o chetonici dei monosaccaridi (vedi for- 
me aperte) possono essere ridotti a gruppi alcoolici, 
rispettivamente primari o secondari. Si formano co- 
sì alcoli poliossidrilici e precisamente il sorbitolo 
dal glucosio, il mannitolo dal mannosio, il dulcito- 
lo dal galattosio ecc. Nell’organismo il sorbitolo si 
forma dal glucosio per azione della aldoso ridutta- 
si. L’accumulo di sorbitolo nelle terminazioni ner- 
vose, quale si verifica nel diabete mellito, provoca 
demielinizzazione del nervo: neuropatia diabetica. 

Il fruttosio, ed analogamente gli altri chetosi, da 
origine per riduzione a due alcoli, in quanto il C 
carbonilico riducendosi diventa asimmetrico (Fig. 
1,3). 

Prodotti di ossidazione dei monosaccaridi. Il 
gruppo aldeidico degli aldosi viene facilmente ossi- 
dato a gruppo carbossilico per azione di blandi os- 
sidanti o di enzimi. Si formano così gli acidi aldo- 
nici: per esempio acido gluconico dal glucosio, aci- 
do galattonico dal galattosio, ecc. 

Per azione di ossidanti più forti, quali l’acido ni- 
trico o perclorico, vengono ossidati sia il gruppo al- 
deidico che quello alcoolico primario. Si formano 
così gli acidi dicarbossilici o aldarici: per esempio 
acido glucarico (o saccarico) dal glucosio, acido 
galattarico (o mucico) dal galattosio e così via. 


xv) UV I 
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Figura 1.3 Polioli derivanti dagli esosi 


COOH COOH oÉ 
(CHOH)4 (CHOH)4 (CHOH)4 
CH,OH COOH COOH 
ac. aldonici ac. aldarici ac. uronici 
glucosio — gluconico —glucarico glucuronico 


. H30, con contemporanea ossidazione di un oppor- 
— tuno cromogeno quale la o-toluidina: 


galattosio —» galattonico galattarico 


galatturonico 


mannosio —» mannonico mannosaccarico mannuronico 


Per eliminazione di una molecola di acqua, gli 
acidi aldonici formano esteri interni o lattoni: Y-lat- 
toni o ò-lattoni, a seconda che l’eliminazione di ac- 
qua abbia luogo fra il gruppo carbossilico e il grup- 
po alcolico in C4 (Y) o CS (ò) rispettivamente. Il è- 
gluconolattone si forma direttamente dal glucosio 
(in forma ciclica) per azione della glucosio 
ossidasi, enzima prodotto dal Penicillum notatum, 
che viene utilizzato in chimica clinica per il dosag- 
gio specifico del glucosio nel sangue. La ossidazio- 
ne del glucosio da parte della glucosio ossidasi pro- 
duce infatti quantità stechiometriche di HO), le 
quali possono essere misurate quantitativamente 
per azione di una perossidasi, che riduce 1’ HO, in 


CHs0H CHs0H 
OH 
O Oo O 
OH D OH O 
HO HO 
OH Ho0o OH 
B-glucosio by ò-glucosio 
do 
COOH 
Ps n — OH 
HoO—G—-H 
= i — OH 
dt 
CHos0H 


acido gluconico 


(1)= glucosio ossidasi 
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Gli acidi uronici non si possono ottenere per 0s- 
sidazione diretta degli aldosi; essendo infatti il 
gruppo aldeidico più facilmente ossidabile di quel- 
lo alcoolico primario, si formerebbero acidi aldoni- 
ci. Per ottenere gli acidi uronici è pertanto necessa- 
rio proteggere preliminarmente il gruppo aldeidico 
e ciò avviene nella cellula mediante coniugazione 
con l’uridindifosfato (UDP) (per es. Glucosio > 
UDP - glucosio). Negli acidi uronici viene conser- 
vata la anomeria del C1 e quindi la forma ciclica. Si 
hanno pertanto l’acido a-glucuronico e B-glucuro- 
nico, derivanti rispettivamente dall’& e B-glucosio. 


COOH COOH 
OH 
O O 
OH OH 
HO OH HO 
OH OH 


acido a-glucuronico acido f}-glucuronico 


Potere riducente degli zuccheri. Per la loro fa- 
cilità ad essere ossidati negli acidi sopra descritti 0 
in altre forme, 1 monosaccaridi e gran parte dei di- 
saccaridi si comportano come forti riducenti, specie, 
a pH elevato. Il potere riducente degli zuccheri ha 
costituito per anni il principio su cui si sono basati 
1 metodi tradizionali per la determinazione del glu- 
cosio nel sangue e nelle urine. Attualmente questi 
metodi sono stati sostituiti dall’uso più proprio del- 
la glucosio ossidasi, che agisce specificamente sul 
glucosio e non sugli altri zuccheri riducenti. 


Reazioni con alcali. Trattati con alcali deboli 
(es. idrato di bario), glucosio, fruttosio e mannosio 
si interconvertono nella miscela dei tre, tramite la 
formazione di un composto enolico intermedio, che 
si trasforma prontamente nei tre monosaccaridi, fra 
loro in equilibrio. Questo equilibrio multiplo, in cui 
è coinvolto anche il fruttosio, spiega perché anche il 
fruttosio, ed i chetosi in genere, riducano 1 sali ra- 
meici in rameosi in soluzione alcalina. In altre pa- 
role il fruttosio non esplica potere riducente per sé, 
ma in quanto in soluzione alcalina si trasforma in 
glucosio e mannosio. 


Derivati dei monosaccaridi 


Deossizuccheri. Sono caratterizzati dalla sosti- 
tuzione di uno o più ossidrili con altrettanti atomi di 
idrogeno. Alcuni di questi sono di notevole impor- 
tanza: il 2-deossi-D-ribosio, componente i DNA, il 
L-ramnosio (6-deossi-L-mannosio), componente di 
glicoconiugati delle membrane batteriche, ed il L- 


fucosio (6-deossi-L-galattosio), presente in glico- 
proteine e glicolipidi di cellule animali: 


Hi 0 he 4° 
I #° | | 

i NESSO da dla 
ca dille dl REATO 

due dati dt dl EIA 

ill Psi dat iii 

CHs0OH CHg CH3g 
2-deossi-D-ribosio L-fucosio L-ramnosio 


Amminozuccheri od esosammine. Derivano dai 
corrispondenti monosaccaridi per sostituzione del 
gruppo -OH sul C2 con il gruppo -NH;. I due am- 
minozuccheri più importanti sono la D-g/ucosam- 
mina (2-deossi-2-ammino-D-glucosio) e la D-ga- 
lattosammina (2-deossi-2-ammino-D-galattosio). 


CHs0H CHs0OH 
O hi O 
OH OH 
HO OH OH 
NH5 NH 


glucosammina galattosammina 


Molto spesso glucosammina e galattosammina 
sono in forma N-acetilata. Gli amminozuccheri ace- 
tilati sono costituenti di glicoproteine, di glicolipidi 
e di alcuni glicosamminoglicani. I glicoconiugati 
costituenti 1 gruppi sanguigni contengono esosam- 
mine N-acetilate. 


CHs0H CHs50H 
O ni O 
OH OH 
HO OH OH 
0 Pi e 
Hi O H_ O 


N-acetilgluuosammina N-acetilgalattosammina 


Gli acidi sialici e l’acido muramico. Gli acidi 
sialici sono deossiamminozuccheri carbossilati a 9 
atomi di C. Il gruppo amminico è solitamente aceti- 
lato (acido N-acetilneuraminico), più raramente gli- 
colilato (acido N-glicolineuraminico). In alcuni ca- 
si uno o più ossidrili (in C4, C7, C8, C9) sono pure 
acetilati. Gli acidi sialici sono importanti costituen- 
ti di glicoproteine e glicolipidi presenti nelle mem- 


;Hg 


brane cellulari e nel sangue. L’acido N-acetilneura- 
minico può considerarsi prodotto di condensazione 
aldolica dell’acido piruvico con la N-acetilmanno- 
sammina. I termini “sialico” e ““neuraminico” deri- 
vano dalla relativa abbondanza di questi composti 
nella saliva e nel tessuto nervoso. 
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L’acido muramico, pure a 9 atomi di C, è presen- 
te nel glicoconiugati complessi delle pareti cellula- 
ri batteriche. Esso può considerarsi l’etere fra glu- 
cosamina e acido D(-) lattico. Anche l’acido mura- 
mico può essere N-acetilato. 





HO O HO O 
e acido piruvico 
Aa da OH 
CHo CH, 
O e OH O Q H-C-0H 
CHseC-HN— e H CH, - C-NH- C- H 
HO-C- H i i G= H 
H- G—0H N-acetilmannosammina da c- 5 HÒ OH On 
sil di H- G- OH HO O COOH 
CH,OH | CH,SH H.C-C-HN ai 
forma aperta forma semiacetalica Sd 


CHs0H 
O 
glucosammina 
HO OH 
NH, 
acido lattico 
CH CH-COOH 


acido muramico 


Sono di gran lunga gli esteri più importanti, sia per 
il loro ruolo primario nel metabolismo glucidico, sia 
per la loro partecipazione nella struttura degli acidi 
nucleici e di alcuni coenzimi. Le formule dei princi- 
pali esteri fosforici degli esosi sono le seguenti: 


O 
74 
i 
| 
CHs50H CHo 
OH hi OH là 
Pal 
HO TRS HO OH 
OH OT OH 
glucosio-1-fosfato glucosio-6-fosfato 
O O 
O=P—0 o0-Plo0 
( "0 | Wi 
) N O 
CHa CH3O0H  O=P_O—CHa CHo 
H U H 
OH OH 
OH OH 


fruttosio-6-fosfato fruttosio-1,6-bifosfato 


A pH fisiologico la molecola del residuo fosfori- 
co è completamente ionizzata, in quanto i valori dei 
pK relativi ai due gradi di dissociazione sono infe- 


A 


Prodotti di esterificazione con acido fosforico. * 


acido N-acetilneuraminico 


riori a 7,4. Escluso il glucosio-1-fosfato, si tratta di 
tipici fosfomonoesteri, difficilmente idrolizzabili. Il 
glucosio-1-fosfato non è un fosfomonoestere: infat- 
ti il residuo fosforico non è legato con un -OH al- 
coolico, ma con 1°-OH anomerico. Per questo il glu- 
cosio-1-fosfato è più facilmente idrolizzabile e la 
sua idrolisi in acido fosforico e glucosio è più ac- 
centuatamente esergonica. 

Le abbreviazioni dei più abbondanti monosacca- 
ridi e loro derivati suggerite dalla Commissione per 
la nomenclatura della IUB-IUPAC (International 
Union of Biochemistry - International Union of 
Pure and Applied Chemistry) sono riportate nella 
Tabella 1.1. 


DISACCARIDI O DIOLOSIDI 


Sono 1 più comuni oligosaccaridi riscontrabili in 
natura e risultano dall’unione di due monosaccaridi 
mediante un legame glicosidico, che a seconda che 
interessi 1'-OH anomerico & o B, viene denominato 
o 0 p glicosidico. Si distinguono in riducenti e non 
riducenti, a seconda che il legame glicosidico interes- 
si uno solo o entrambi gli OH anomerici. Il saccaro- 
sio è un disaccaride non riducente; maltosio, isomal- 
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Tabella 1.I 


Abbreviazioni dei più comuni monosaccaridi e loro derivati. 





tosio, lattosio e cellobiosio sono disaccaridi riducen- 
ti. In accordo con le raccomandazioni della 
Commissione IUB-IUPAC per la nomenclatura, il le- 
game glicosidico viene indicato con i numeri degli 
atomi di carbonio interessati (il primo numero si rife- 
risce al C anomerico), preceduti da a. e da } a secon- 
da della natura dell’OH anomerico che vi partecipa. 


Saccarosio. È il comune zucchero, ricavabile 
dalla canna da zucchero o dalla barbabietola; libera 
per idrolisi una mole di D-glucosio e di D-fruttosio. 
È un disaccaride non riducente, in quanto il legame 
glicosidico fra i due monosaccaridi costituenti im- 
pegna entrambi i gruppi anomerici e cioè i C1 e C2 
del a,D-glucosio e del B,D-fruttosio rispettivamen- 
te. Si tratta dunque di un /egame di-glicosidico. Per 
la stessa ragione il saccarosio non dà il fenomeno 
della mutarotazione. 





CHs0H CH50H 
O 
H 
‘Ot HO 
OH OH 
o,D-glucosio 
i Î 
H50 
HOCHo O iH' HOCHo 
H H 
CHs0H CHs50H 
OH OH 
saccarosio 


B,D-fruttosio | 
(B-fruttofuranosil-2,1- 


o-glucopiranoside) 


L’idrolisi chimica (con acidi) o enzimatica (con 
invertasi) del saccarosio è accompagnata da un 


cambiamento netto della rotazione ottica (inversio- 
ne): 
+ -D fruttosio 


20 o 
la]i =—92 


saccarosio --* a-D glucosio 


alt + 66,5” [0] 5° = + 52,5° 


zucchero invertito 
[0]5 = - 20° (circa) 


Infatti nello zucchero invertito di cui è molto ric- 
co di miele, il B,D-fruttosio è più levorotatorio di 
quanto sia destrorotatorio il a,D-glucosio. 


Maltosio. Detto anche zucchero di malto, costi- 
tuisce un prodotto intermedio dell’idrolisi enzimati- 
ca dell’amido. Poiché 1°-OH anomerico impegnato 
nel legame glicosidico è nella configurazione @, 
mentre l’altro -OH è quello alcoolico in C4 dell’al- 
tra molecola di 0.,D-glucosio, detto legame è a-1,4- 
glucosidico. 


CHs0OH CHs0H 
O O 
OH OH HOH 
HO O 
OH OH 


maltosio 
(a-glucopiranosil-1,4-glucopiranosio) 


La seconda molecola di glucosio possiede dun- 
que 1’-OH anomerico libero e questo può esistere 
nelle due configurazioni a e B come nel glucosio. 
Per questo il maltosio ha proprietà riducenti e pre- 
senta il fenomeno della mutarotazione. 





Isomaltosio. È pure un intermedio della idrolisi 
enzimatica dell’amido ed è caratterizzato da un le- 
game a-1,6-glucosidico. 


CHs0OH 


OH 
HO 


HO 
OH 
isomaltosio 
(a-glucopiranosil-1,6-glucopiranosio) 


Cellobiosio. È un prodotto intermedio dell’idro- 
lisi della cellulosa ed è caratterizzato dal legame 
glicosidico B-1,4. 


CHo50OH CHs0H 
O O O 
OH OH HOH a 
HO 
OH OH 


cellobiosio 
(B-glucopiranosil-1,4-glucopiranosio) 


Lattosio. Disaccaride di origine esclusivamente 
animale, è presente nel latte in varie percentuali: lat- 
te di vacca 5%, latte di donna 7%. Dà per idrolisi 1 
mole di p,D-galattosio ed una di 0,D-glucosio, lega- 
ti fra loro con legame [-1,4-glicosidico. Nel lattosio 
il glucosio conserva 1’-OH anomerico libero. 


HO 
O O O 
OH OH > HOH 
OH OH 


lattosio 
(P-galattopiranosil-1,4-glucopiranosio) 
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Tabella 1.II 





Glucidi ed altri composti come 
dolcificanti 


I monosaccaridi ed i disaccaridi sono dotati di sa- 
pore più o meno dolce, come risulta dalla Tabella 1.II, 
nella quale il sapore dolce dei vari zuccheri viene 
comparato con quello del saccarosio dato uguale a 100. 

Altre sostanze naturali e sintetiche evocano sa- 
pore dolce più intenso di quello degli zuccheri. Fra 
questi la saccarina, 500 volte più dolce del saccaro- 
s10, largamente impiegata nelle diete per diabetici o 
per obesi, per quanti cioè devono evitare di intro- 
durre un eccesso di glucidi, o di calorie. Da alcuni 
frutti tropicali sono state isolate delle proteine dota- 
te di sapore ancora più intensamente dolce. La mo- 
nellina, ad esempio, presente in alcune bacche 
dell’Africa occidentale è 2500 volte più dolce del 


à SACCarosio. 


POLISACCARIDI O GLICANI 


Sono polimeri ad elevato peso molecolare di mo- 
nosaccaridi o di loro derivati (glucosammina, ac. glu- 
curonico ecc.), uniti fra loro con legami glicosidici. 

Da un punto di vista strutturale si possono sud- 
dividere in: omopolisaccaridi o omoglicani, se per 
idrolisi danno origine ad un solo tipo di monosacca- 
ride [es. amido + glucosio (glucano), inulina > 
fruttosio (fruttano)]; eteropolisaccaridi o eterogli- 
cani, se per idrolisi liberano una mescolanza di due 
O più tipi di monosaccaridi (es. acido jaluronico + 
ac. glucuronico + N-acetil-D-glucosammina). 

I polisaccaridi differiscono anche per il diverso 
peso molecolare, per la natura dei legami glicosidi- 
ci e per il grado di ramificazione delle catene. Tutti 
1 polisaccaridi sono resistenti agli alcali e idrolizza- 
bili dagli acidi. 

Da un punto di vista funzionale si possono di- 
stinguere in polisaccaridi nutrizionali o di riserva 
(es. amido nei vegetali, glicogeno negli animali) e 
polisaccaridi strutturali o di sostegno (es. cellulosa 
nei vegetali, glicosamminaglicani o chitina negli 
animali). I primi hanno sede intracellulare, i secondi 
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sono localizzati nelle membrane, nelle pareti cellu- 
lari e negli spazi extra-cellulari. 

I polisaccaridi sono, come le proteine, macro- 
molecole, ma non caratterizzate, come queste ulti- 
me, da un peso molecolare definito. La loro biosin- 
tesi non è infatti genicamente codificata come quel- 
la delle proteine, ma operata da una serie di enzi- 
mi, ciascuno dei quali è specifico per ogni tipo di 
monosaccaride e agisce solo quando l’enzima che 
catalizza l’inserimento della precedente unità mo- 
nosaccaridica ha compiuto la sua azione. Anche 
nell’ambito di una stessa classe di polisaccaridi (an- 
che omopolisaccaridi) le singole macromolecole 
possono variare per dimensione. 


Omopolisaccaridi 


Cellulosa. Principale costituente delle pareti cel- 





lulari delle piante, è il composto organico più ab- 
bondante sulla crosta terrestre e costituisce più del 
50% del carbonio nei vegetali. Il cotone, la fonte 
più pura di cellulosa, è costituito per di più del 90% 
da questo polisaccaride. La cellulosa è un polimero 
del B-glucosio, le cui unità sono legate fra loro con 
legami B-1,4 glicosidici. Questi legami sono resi- 
stenti all’idrolisi acida ed alle amilasi animali, che 
riconoscono solo legami a-glucosidici. È per questa 
ragione che gli animali non utilizzano la cellulosa 
presente nella dieta. Le lumache e le termiti secer- 
nono tuttavia una cellulasi capace di idrolizzare la 
cellulosa in glucosio. Anche batteri che albergano 
nel rumine di ruminanti posseggono tale enzima, il 
che consente a tali animali una utilizzazione nutri- 
zionale di questo polisaccaride. Prodotto di parzia- 
le idrolisi della cellulosa è il ce/lobiosio. 


O O O O È) 
OH sd OH OH G OH dà 
HO 
OH OH OH cellobiosio OH OH 
cellulosa 


Pectine. Sono omopolisaccaridi costituiti da re- 
sidui di acido galatturonico metilato in corrispon- 
denza del carbossile (posizione 6), legati fra loro 
con legami a-1,4 glicosidici. Molto abbondanti nei 
frutti, le pectine costituiscono il gel delle gelatine di 
frutta e delle marmellate. 


Amido. Tipico polisaccaride nutrizionale, è de- 
positato nei semi, nei tuberi e nelle radici dei vege- 
tali in forma di granuli aventi dimensioni ed aspet- 
to caratteristici a seconda della provenienza. 
L’amido costituisce una delle principali e forse la 
preminente fonte nutrizionale per gli animali. 

I granuli di amido contengono due omopolisac- 
caridi, entrambi polimeri dell’a-glucosio: amilosio 
(20-28%) ed amilopectina (72-80%). L’amilosio 
consiste di catene lineari composte da 200-3000 
unità di a,D-glucosio, unite fra loro da legami a- 
1,4-glucosidici. L’amilosio presenta una conforma- 
zione elicoidale con spire che coinvolgono 6-7 resi- 


dui di glucosio (Fig. 1.4). La stabilizzazione della 
struttura è operata da una rete di legami idrogeno. 
La conformazione elicoidale rende l’amido natura- 
le poco aggredibile da parte delle ami/asi, gli enzi- 
mi amilolitici presenti nell’apparato digerente. La 
cottura prolungata dei cibi contenenti amido provo- 
ca la rottura dei legami idrogeno e la scomparsa 
della conformazione elicoidale, rendendo l’amido 
idrolizzabile dalle amilasi. L’amilopectina è invece 
costituita da catene ramificate nelle quali le unità di 
o-glucosio sono concatenate con legami a-1,4-gli- 
cosidici nei tratti lineari e con legami &-1,6-glicosi- 
dici in corrispondenza delle ramificazioni (vedi an- 
che glicogeno). 

Prodotti di parziale idrolisi (chimica o enzimati- 
ca) dell’amido sono le destrine. Dato il loro valore 
nutrizionale e la facile digeribilità vengono, fra l’al- 
tro, impiegate come additivo nei latti artificiali e 
sempre più frequentemente nell’alimentazione de- 
gli sportivi. 


Ly 
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Figura 1.4 Struttura dell’amido 


Glicogeno. È la forma di deposito dei glucidi nei 
tessuti dei vertebrati, ma anche degli invertebrati e 
di alcuni batteri e lieviti. Consta, come l’amido, di 
molecole di c.-glucosio ed ha una costituzione simi- 
le a quella della amilopectina, ma con una ancor più 
accentuata ramificazione delle catene, essendo di 
circa 10 (anziché di 20) il rapporto fra legami a-1,4 
ed c.-1,6. Il peso molecolare può variare da 0,5 a 5 
x 109, corrispondente a 3.000 e 30.000 unità di glu- 
cosio rispettivamente. 

Come mostra la Fig. 1.5, vi è solo una unità po- 
tenzialmente riducente, avente cioè libero l’OH in 
C1, per molecola. Le restanti catene terminano con 
un’unità non riducente, avente cioè libero OH in 
C4. Misure di viscosità hanno messo in evidenza 
che le molecole di glicogeno sono sferiche e molto 


> 





Figura 1.5 Struttura del glicogeno 


compatte per la esistenza di legami idrogeno fra al- 
cuni gruppi ossidrilici. L’estremo grado di ramifica- 
zione conferisce infatti alla molecola del glicogeno 
il massimo di solubilità compatibile con le sue con- 
siderevoli dimensioni ed il minimo ingombro, con- 
sentendo ai depositi di glicogeno di occupare uno 
spazio tissutale minimo. Inoltre, poiché la sintesi e 
la degradazione del glicogeno avvengono in corri- 
spondenza delle unità terminali non riducenti, così 
frequenti, la molecola del glicogeno offre numerosi 
punti di accrescimento o di degradazione. 

Presente in tutti i tessuti dell’organismo anima- 
le, 1 depositi di glicogeno nel fegato e nei muscoli 
sono quelli fisiologicamente più significativi. Il gli- 
cogeno del fegato costituisce una riserva di glucidi 
a disposizione dell’intero organismo, in quanto de- 


residui glucosidici con OH in C-1 
libero (estremità riducente) 


© residui glucosidici con OH in C-4 
libero (estremità non riducente) 


O residui glucosidici impegnati nei 
legami a-1,4-glucosidici 


(€ residui glucosidici impegnati nei 
legami a-1,6-glucosidici 
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gradandosi quando scarseggia il glucosio di origine 
alimentare, serve a mantenere costante la concen- 
trazione di glucosio del sangue e quindi a rifornire 
di glucosio tutti gli altri tessuti. Al contrario, il gli- 
cogeno del muscolo, viene utilizzato solo nel mu- 
scolo stesso per sostenere l’energia di contrazione. 
Il tessuto cerebrale, sebbene consumi una notevole 
quantità di glucosio, è dotato di un deposito di gli- 
cogeno assai limitato. Nell'uomo adulto il fegato 
contiene 70-120 g di glicogeno (5-8 g/g di tessuto), 
il muscolo scheletrico fino a 200-250 g (1 g /100 g 
di tessuto), mentre il cervello solo 10-15 g. 

E importante sottolineare che gli enzimi adibiti 
alla sintesi ed alla demolizione del glicogeno, come 
dell’amido, sono aderenti alla superficie di queste 
macromolecole. 

Amido e glicogeno, i due più importanti polisac- 
caridi di deposito, rispettivamente nelle piante e ne- 
gli animali, evitano la produzione di elevata pres- 
sione osmotica da parte di equivalenti quantità di 
glucosio libero. 


Destrani. Sono polisaccaridi di origine batterica 
costituiti da unità di glucosio legate fra loro preva- 
lentemente con legami a-1,6, ma anche con legami 
o.-1,3 e € -1,4 glucosidici. Assumono pertanto la 
forma di reticoli, le cui maglie possono essere ulte- 
riormente ristrette mediante legami crociati creati 
artificialmente. Per questa loro peculiare struttura, i 
destrani costituiscono dei filtri attraverso le cui ma- 
glie possono filtrare molecole di determinate di- 
mensioni, mentre vengono escluse molecole di di- 
mensioni superiori. 

Soluzioni di destrano trovano impiego nella te- 
rapia dello shock in quanto, data la loro elevata ca- 
pacità di trattenere acqua, inducono una “espansio- 
ne” del volume plasmatico, opponendosi ad una ca- 
duta della pressione. Esteri solforici del destrano 
sono utilizzati come succedanei dell’eparina e infi- 
ne complessi del destrano con il ferro trovano im- 
piego terapeutico come antianemici. 


Inulina. È un omopolimero del fruttosio (frutta- 
no), le cui unità sono connesse da legami p-2,1 gli- 
cosidici. Ha un PM di 5000 e trova uso in medicina 
nel test della “clearance” renale. Viene infatti filtra- 
ta intatta dai glomeruli, senza essere riassorbita dai 
tubuli. 


Eteropolisaccaridi 


Glicosamminoglicani 


Già noti come mucopolisaccaridi, comprendono: 


COO7 B-1,3 CH20H 14 COO” 
"i ‘Eri O 
O 
OH HN—- b- CH3 
Acido N-acetil- 


\ glucuronico glucosammina / 


Figura 1.6 Frammento di una molecola di acido 
jaluronico 


l’acido jaluronico, l’eparina, i condroitinsolfati, i 
cheratansolfati del tessuto connettivo, i dermatan- 
solfati della pelle e gli eparansolfati delle arterie e 
delle superfici cellulari. Sono polimeri di unità di- 
saccaridiche ripetitive costituite da una esosamina, 
N-acetilgalattosammina o N-acetilglucosammina, 
(in qualche caso N-solforil-glucosamina) e da acido 
glucuronico (0 iduronico) o galattosio. 


Acido jaluronico. Particolarmente concentrato 
nel liquido sinoviale, nell’umor vitreo dell’occhio e 
nel cordone ombelicale, è costituente costante del 
tessuto connettivale, in cui è adibito alla funzione di 
matrice cementante gli elementi strutturali costituti- 
vi. È un eteropolimero composto dall’alternarsi di 
unità di acido glucuronico e di N-acetilglucosam- 
mina, fra loro legate con legame [-1,3 glicosidico. 
Il disaccaride che ne risulta (acido jJalobiuronico) 
costituisce l’unità ripetitiva, che si lega alla succes- 
siva con legame [-1,4 glicosidico (Fig. 1.6). 

Per il notevole numero di gruppi carbossilici dis- 
sociati l’acido Jaluronico, nonostante sia costituito 
da catene molto lunghe (20.000 unità circa), è solu- 
bile in acqua, cui impartisce elevata viscosità (gel). 
Nei tessuti animali questo gel controlla il trasporto 
di materiale attraverso gli spazi intercellulari, ral- 
lentando il flusso dell’acqua e regolandone la distri- 
buzione. La repulsione elettrostatica fra 1 gruppi 
—COO? mantiene la molecola dell’acido jaluronico 
distesa e fortemente idratata: queste due caratteristi- 
che conferiscono all’acido jaluronico efficacia lu- 
brificante. A differenza di tutti gli altri glicosammi- 
noglicani l’acido jaluronico non è solfatato. 

L’acido jaluronico viene depolimerizzato dal- 
l’enzima jaluronidasi, una B-glucosamminidasi che 
idrolizza i legami B-1,4 glicosidici fra N-acetilglu- 
cosammina ed acido glucuronico. La presenza del- 
la jaluronidasi in molti batteri e negli spermatozoi 
spiega la capacità invasiva dei primi e la capacità 
penetrativa dei secondi nell’uovo (fertilizzazione). 
La Jaluronidasi viene utilizzata in terapia per facili- 
tare la penetrazione dei farmaci, soprattutto aneste- 
tici, nei tessuti. 
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Figura 1.7 Frammento di una molecola di con- 
droitin-4-solfato 


Condroitinsolfati. Sono polimeri del disaccaride 
acido glucuronico-N-acetilgalattosamina, quest’ul- 
tima solforata in posizione 4 (condroitin-4 solfato) 
o 6 (condroitin-6-solfato), legati fra di loro come ri- 
portato nella Fig. 1.7. 

Essi sono presenti nella cartilagine, cornea, 0s- 
so, pelle e pareti delle arterie. 

Una molecola di condroitinsolfato (PM: 15.000- 
25.000) è formata da 30-50 unità disaccaridiche. 

Dermatansolfati. Originariamente isolati dalla 
pelle (donde il nome), ma ampiamente presenti an- 
che in altri tessuti,in particolare pareti vasali e val- 
vole cardiache, sono strutturalmente simili ai con- 


droitinsolfati (sono anche chiamati condroitinsolfati* 


B) con la differenza che l’acido glucuronico è sosti- 
tuito, in gran parte, dall’acido iduronico (un suo ste- 
reoisomero), talvolta solforato in posizione 2. Il le- 
game fra l’acido iduronico e 1’ N-acetilgalattosam- 
mina-4-solfato è B1, 3. Le strutture dell’acido glucu- 
ronico ed iduronico sono qui di seguito riportate: 


COO7 

O OH OH 
OH COO. 

H 
HO HO 

OH OH 

Acido Acido 
D-glucuronico D-iduronico 


Cheratansolfato. È presente nella cartilagine dei 
mammiferi adulti, nella cornea e nei dischi verte- 
brali, insieme con i condroitinsolfati. L’unità disac- 
caridica che si ripete è costituita da galattosio (tal- 
volta solforilato) e N-acetilglucosammina-6-solfa- 
to, uniti con legame B-1,4-glicosidico. Il residuo di 
esosamina è legato al galattosio dell’unità successi- 
va con legame P-1,3-glicosidico (Fig. 1.8). 
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Figura 1.8 Frammento di una molecola di che- 
ratansolfato 


Eparina. Ha struttura analoga a quella dei con- 
droitinsolfati. L’unità disaccaridica che si ripete 
nell’eparina è la seguente: 


COO7 CHo-0-S03 
O o-1,4 O o-1,4 O 
OH OH 00° 
H 
a a O O sica 
O-S0g3 NHSO3 O-S03 
Acido N-solforil- Acido 


D-glucuronico glucosammina- L-iduronico 


\ -6-solfato ) 


Figura 1.9 Frammento di una molecola di epari- 
na 


Consta cioè dell’acido D-glucuronico (oppure 
acido L-iduronico) unito con legame a-1,4 glicosi- 
dico con la glucosammina. L’acido solforico esteri- 
fica in posizione 2 l’acido glucuronico e nelle posi- 
zioni 2 e 6 la glucosammina. Caratteristica chimica 
dell’eparina è appunto questo elevato grado di sol- 
fatazione che è responsabile dell’attività biologica 
di questo eteropolisaccaride. A differenza degli altri 
glicosamminoglicani, i monosaccaridi costituenti 
l’eparina sono legati fra loro con legami @-glicosi- 
dici. Inoltre, mentre gli altri glicosamminoglicani 
sono a sede prevalentemente extracellulare, l’epari- 
na è componente intracellulare dei mastociti. 

L’azione biologica dell’eparina è duplice: anti- 
coagulante del sangue “in vivo” e “chiarificante” il 
sangue. L’azione chiarificante dell’eparina è dovuta 
alla liberazione di enzimi di membrana (lipoprotei- 
na lipasi e fosfolipasi) che possono esplicare la loro 
azione idrolitica sui chilomicroni e sulle lipoprotei- 
ne circolanti, determinando una diminuzione della 
torbidità del plasma. 


18 @ Glucidi 


Eparansolfati. Presenti sulla superficie delle 
cellule, sulle pareti arteriose e nei polmoni, gli epa- 
ransolfati sono strutturalmente simili all’eparina ma 
con l’amminogruppo solitamente acetilato: 


COO7 CHo-0-S0g 
O- Pret NH- Îa SM O- 805 
0 
Acido N-solforil- Acido 
D-glucuronico- glucosammina- L-iduronico- 


\ -2-solfato -6-solfato ] -2-solfato 


Figura 1.10 Frammento di una molecola di epa- 
ransolfato 
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Gli eparansolfati non possiedono attività anti- 
coagulante. 


PROTEOGLICANI 


I proteoglicani sono complessi sopramolecolari 
costituiti da una proteina alla quale sono legati co- 
valentemente anche parecchie catene di glicosam- 
minoglicani. Questi complessi possono poi dare 
origine a ulteriori forme di aggregazione. Lo sche- 
ma strutturale di alcuni proteoglicani è presentato 
dalla Fig 1.11; la forma di aggregazione multimeri- 
ca di un proteoglicano, l’aggrecano della cartilagi- 
ne è schematizzato nella Fig. 1.12. I proteoglicani 
si possono ritrovare all’interno delle cellule in for- 
ma di granuli (per esempio la serglicina) o ancorati 
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Figura 1.11 Rappresentazione schematica della struttura di alcuni proteoglicani: versicano, ser- 


glicina, decorina e sindecano 


Le catene glicosamminoglicaniche sono agganciate alla proteina principale attraverso una porzione saccaridica di at- 
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Figura 1.12 Proteoglicani della cartilagine (aggrecani) 


Monomeri di proteoglicani (costituiti da una proteina principale, sulla quale sono inserite catene di cheratansolfato e 
ondroitinsolfato) emergono lateralmente ad intervalli regolari e da entrambi i lati di un filamento centrale di acido 
aluronico. Ciascun monomero è ancorato all’acido jaluronico mediante la porzione di legame della proteina princi- 
vole. Ciascun monomero contiene circa 100 catene di condroitinsolfato (costituite da un centinaio di resti saccaridi- 
) e 30 catene di cheratansolfato (ognuno con una cinquantina di resti saccaridici, ancorate alla proteina principale. 
‘oaggrecano è composto da 100-200 monomeri inseriti sull’unica molecola di acido jaluronico. La parte di destra del- 
o figura riporta lo schema strutturale di un monomero con indicazione di alcuni segmenti particolarmente significati- 
i della proteina principale e delle porzioni saccaridiche di giunzione fra la proteina principale e le catene glicosam- 


ninoglicaniche. 


alle membrane plasmatiche attraverso un segmento 
amminoacilico transmembrana (per esempio il sin- 
decano), oppure nella matrice extracellulare (versi- 
cino, decorina e l’aggrecano della cartilagine). La 
proteina dei proteoglicani (detta anche proteina 
principale) può essere più o meno lunga: 2409 resi- 
dui amminoacilici nel versicano, 2124 nell’aggre- 
cano, 329 nella decorina, 311 nel sindecano e 104 
nella serglicina. Per quanto attiene la porzione gli- 
vosamminoglicanica, essa è rappresentata da con- 
ilroitinsolfato e cheratansolfato nell’aggrecano, 
condroitinsolfato e dermatansolfato nel versicano, 
in decorina e la serglicina, da condroitinsolfato ed 
eparansolfato nel sindecano. In tutti i proteoglicani 
noti le catene glicosamminoglicaniche sono colle- 
unte alla proteina principale attraverso saccaridi di 
congiungimento (Xil-Gal-Gal o GalNAc-Gal, op- 
pure, più raramente, GlcNAc-GIceNAc-Man- 
{Man]),, di cui lo xilosio e la N-acetilgalattosammi- 
nn si legano O-glicosidicamente a resti di serina, e 
in GIeNAc N-glicosidicamente a resti di asparagi- 
na, La serina di attacco è contenuta in sequenze Ser- 


Gly, le quali possono essere più o meno frequenti 
nella catena polipeptidica: da tre (di cui solo una 
legata a glicosamminoglicani) nella decorina a 117 
nell’aggrecano. Caratteristica della serglicina è la 
presenza di un segmento polipeptidico di 49 ammi- 
noacidi costituito da residui di serina e glicina che 
si alternano fra di loro (donde il nome dello stesso 
proteoglicano). In generale i proteoglicani funzio- 
nano da ponti molecolari di collegamento fra pro- 
teine, anche di diversa collocazione: intracellulari 
(proteine del citoscheletro), di membrana (molti re- 
cettori), ed extracellulari (la fibronectina). E stato 
riconosciuto il loro coinvolgimento nei processi di 
adesione cellulare, e nel trasferimento di segnali (da 
parte, per esempio, di fattori di crescita, quali il fat- 
tore di crescita dell’epidermide, EGF, Epidermal 
Growth Factor) all’interno della cellula. 

I proteoglicani nella cartilagine. I proteoglica- 
ni, insieme con il collagene formano la trama della 
cartilagine, alla quale conferiscono la caratteristica 
elasticità. Infatti per la natura policationica dei 
componenti cheratan e condroitin solfati, esposti al- 
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la periferia del complesso, i proteoglicani sono for- 
temente idratati. Quando la cartilagine viene mec- 
canicamente compressa, l’acqua viene spremuta 
fuori fino a che le repulsioni elettrostatiche delle re- 
gioni polianioniche impediscono una ulteriore com- 
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CAPITOLO Lipidi 


(a cura di G. Goracci) 





DEFINIZIONE E SIGNIFICATO 


I lipidi costituiscono un gruppo eterogeneo di sostanze accomunate dalla proprie- 
tà fisica della insolubilità nei solventi polari, ad esempio acqua (idrofobicità) e dalla 
solubilità nei solventi apolari, ad esempio cloroformio, etere ecc. (lipofilicità). 

Dal punto di vista fisiologico 1 lipidi sono distinguibili in lipidi di deposito con fun- 
zione energetica e protettiva, rappresentati principalmente dai trigliceridi ed in lipidi 
strutturali, costituenti fondamentali delle membrane cellulari, rappresentati da fosfo- 
lipidi, glicolipidi e colesterolo. Altre molecole, classificate comunemente tra i lipidi, 
svolgono funzioni nella comunicazione intra- ed extra-cellulare (es: ormoni steroidei, 
eicosanoidi) o sono importanti costituenti della dieta (vitamine liposolubili). Le pro- 
prietà strutturali di queste sostanze di natura lipidica saranno descritte più avanti. 

Sebbene esistano diversi modi per classificare le sostanze di natura lipidica, recen- 
temente è stata proposta la loro suddivisione nelle seguenti categorie (http://www.li- 
pidmaps.org): 


1. Acidi grassi; 2. Glicerolipidi; 3. Glicerofosfolipidi; 4. Sfingolipidi; 5. Steroli e 
steroidi; 6. Prenoli e prenoidi. 


ACIDI GRASSI 


Gli acidi grassi naturali, salvo poche eccezioni, sono monocarbossilici, a catena 
rettilinea e con numero pari di atomi di carbonio. Nelle cellule di tutti gli organismi 
viventi gli acidi grassi sono presenti in quantità minime allo stato libero, la quasi to- 
talità è in forma covalentemente legata nelle varie classi di lipidi o come tioesteri. 
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Figura 2.1 Struttura dell'acido stearico 


Gli acidi grassi hanno proprietà anfipatiche poi- 
ché nella stessa molecola coesistono il gruppo car- 
bossilico (idrofilico) e la catena carboniosa (idrofo- 
bica). La idrofobicità aumenta con l’aumentare del 
numero di atomi di carbonio. In genere, gli acidi 
grassi naturali si dividono in due categorie principa- 
li: ac. grassi saturi (senza doppi legami) e ac. gras- 
si insaturi (con uno o più doppi legami). o 

Acidi grassi saturi. La formula di struttura più 
probabile degli acidi grassi saturi, considerando gli 
angoli di legame e il grado di libertà per la rotazio- 


porzione 
polare 


ne intorno ai legami C-C, è quella estesa riportata 
nella Fig. 2.1. 

In Tabella 2.I sono elencati 1 principali acidi 
grassi saturi d’interesse biologico. 

All’aumentare della lunghezza della catena car- 
boniosa diminuisce la solubilità in acqua e la vola- 
tilità mentre aumentano le temperature di fusione e 
di ebollizione. Gli acidi grassi saturi più comuni so- 
no elencati nella Tabella 2.I. 

Come si può osservare, accanto ai nomi tradizio- 
nali che sono comunemente usati in biochimica, è 


Tabella 2.I 


Acidi grassi saturi. 





















! CH:COOH_ 


«°_°. Formula di struttura — 














acetico | etanoico | Aceto | 
propionico | n-propanoico i CH3CH, COOH | | 
I | I | 
| butirrico i n-butanoico i CHs(CHo), COOH | | Latte | 
capronico | n-esancico | CHg(CHo)4xCOOH | 
caprilico | n-ottanoico I CHs3(CHo)}}.COOH | | Latte | 
caprico | n-decanoico | CHg(CHa)gCOOH | | Olii vegetali I 
| | di | | 
laurico | n-dodecanoico | CHg(CHo)ig COOH | IGK i; | 
miristico | n-tetradecanoico | CH3(CH);3COOH | Legea 
palmitico | n-esadecanoico | CH3(CH2);+COOH | RT | 
stearico | n-ottodecanoico | CHa(CHo); COOH | ln | 
arachico | n-eicosanoico | CHg(CHo);g COOH | | Olio di arachidi 
beenico | n-docosanoico | CHg(CHa)2gCOOH | | Olio di semi 
lignocerico | n-tetracosanoico | CH3(CHo) 2, COOH | | ne 
cerotico | n-esacosanoico | CHg(CH2)24C00H | | RSI 


* Il prefisso “n” indica una struttura lineare, non ramificata. 





riportata la nomenclatura chimica derivante dal no- 
me dell’idrocarburo corrispondente, sostituendo l’o 
finale con il suffisso -0ico. Ad esempio i nomi de- 
gli acidi palmitico e stearico, che sono gli acidi 
grassi più abbondanti nei grassi degli organismi su- 
periori, sono rispettivamente esadecanoico e otta- 
decanoico. 

Un modo molto pratico, in particolare nelle di- 
scipline biochimiche, è quello di indicare gli acidi 
grassi con la denominazione numerica (numero de- 
gli atomi di C: numero di doppi legami). Ad esem- 
pio, in questo modo, 16:0 e 18:0 indicheranno ri- 
spettivamente l’acido palmitico e l’ac. stearico. 

Gli atomi di carbonio degli acidi grassi vengono 
di solito numerati a partire dal carbossile: 


3 2 1// 
CH3 —{CHa)y Gre — CHo =“ UN 
A) B (07 


Il C2 e il C3 vengono anche indicati con le let- 
tere greche a e [} rispettivamente e il C più distante 
dal gruppo carbossilico con la lettera @. 

Gli acidi grassi con numero di C fino a 4 sono 
denominati acidi grassi a corta catena, quelli con 
numero di C compreso fra 5 e 10 acidi grassi a me- 
dia catena e quelli con il numero di C superiore a 10 
acidi grassi a /unga catena. 


CH,-(CH;),-CH=CH-(CH;)-COOH 


CH3-(CHy)4y-CH=CH-CHy-CH=CH-(CHp),-COOH * 
CH3-CHy-CH=CH-CH;-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH),-COOH 


CHy-(CH»)4-(CH=CH-CH-)y-CH,-CH,-COOH 
CH3-(CH-)4-(CH=CH-CH))3-(CH-)s-COOH 
CHy-CH;-(CH=CH-CH))s-CH;-CH;-COOH 
CH-CH;-(CH=CH-CH;);-CH)-COOH 


Acido oleico 


Ac. 9-ottodecaenoico 


18:1(0-9) 


Acido linoleico 


Ac. 9,12-ottodecadienoico 


18:2(@-6) 
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Acidi grassi insaturi. Sono caratterizzati da uno 
(acidi grassi monoenoici) o più doppi legami (acidi 
grassi di-tri-polienoici). Gli acidi grassi polienoici 0 
polinsaturi vengono spesso indicati come PUFA 
(PolyUnsaturated Fatty Acids). In quasi tutti gli 
acidi grassi naturali, i doppi legami hanno configu- 
razione cis per cui in corrispondenza di ogni doppio 
legame la catena idrofobica subisce un ripiegamen- 
to. Al contrario gli acidi insaturi frans, praticamen- 
te assenti nei lipdi delle cellule dei mammiferi, con- 
servano la configurazione rettilinea propria degli 
acidi grassi saturi. 

| Negli acidi monoenoici il doppio legame giace 
di solito fra gli atomi di carbonio 9 e 10, nei polie- 
noici i successivi doppi legami si trovano fra il dop- 
pio legame in 9-10 ed il carbonio terminale @. Si 
confrontino ad esempio (vedi Fig. 2.2) le formule 
degli acidi o/eico (monoenoico), linoleico (dienoi- 
co) e /inolenico (trienoico), tutti a 18C. 

Negli acidi grassi polienoici (es. linoleico e lino- 
lenico) i doppi legami non sono mai contigui (non 
coniugati) ma sono separati da un solo gruppo me- 
tilenico (-CH.). 

Per semplicità gli acidi grassi insaturi vengono 
comunemente scritti così (sono riportati acidi gras- 
si insaturi di particolare significato biologico nel- 
l’uomo): 


Acido oleico 

Acido linoleico 

Acido linolenico 

Acido arachidonico 

Acido omo-y-linolenico 

Acido eicosapentaenoico (EPA) 


Acido docosaesaenoico (DHA) 


Acido linolenico 


Ac. 9,12,15-ottodecatrienoico 


18:3(0-3) 


Figura 2.2 Formule di struttura di alcuni acidi grassi insaturi 
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La nomenclatura degli acidi grassi insaturi è ba- 
sata su uno dei due criteri seguenti: 

Numerazione carbossilica. La presenza del dop- 
pio legame viene indicata dal suffisso -enoico per 
gli acidi grassi con un solo doppio legame, -dienoi- 
co per gli acidi grassi con due doppi legami, -trie- 
noico per gli acidi grassi con tre doppi legami ecc. 
La posizione del doppio legame è indicata dal nu- 
mero (eventualmente preceduto da “A”’) del primo 
C che forma 1l doppio legame, a partire dal C car- 
bossilico. 

Per esempio la denominazione dell’acido oleico 
è 9 (0 A9)-ottodecaenoico, in quanto il doppio lega- 
me è fra 1 carboni 9 e 10 a partire dal carbossile. Lo 
stesso acido può essere più semplicemente indicato 
come /8:/;9, dove la prima cifra indica il numero 
dei C presenti nell’acido grasso, la seconda il nume- 
ro dei doppi legami e la terza il C interessato al dop- 
pio legame più prossimo al carbossile. Con lo stes- 
so criterio l’acido linoleico viene indicato come 
9,12-ottodecadienoico, o con le cifre /8:2, 9,12 
(18:2,49,A12) e l’acido linolenico come 9, 2, / 5-ot- 
todecatrienoico, o con le cifre /8:3;9,/2,15 
(18:3,A9,A12,A15). 


Numerazione ® o n. Fa riferimento al carbonio * 


terminale @® o n (CH;-) anziché a quello carbossili- 
co. Con tale sistema l’acido oleico viene indicato 
con la sigla /8:/ (@-9), il primo numero indica il 
numero degli atomi di C, il secondo il numero dei 
doppi legami, il terzo la posizione del doppio lega- 
me più prossimo al CH; terminale @. Analogamente 
gli acidi linoleico e linolenico sono indicati con le 
sigle /8:2 (@-6) e 18:3 (@-3) rispettivamente. Con 
questo sistema non è necessario indicare la posizio- 
ne degli altri legami doppi perché, negli acidi gras- 
si naturali questi sono sempre divisi da un solo 
gruppo metilenico —CH,—. Come si vedrà, la no- 
menclatura © è particolarmente utile nella descri- 
zione dei processi di allungamento, accorciamento 
e desaturazione degli acidi grassi perché questa av- 
viene sempre nell’estremità della catena che porta il 
gruppo carbossilico. 

Per ragioni grafiche e di semplificazione si ten- 
de oggi a sostituire @ con n e a indicare i doppi le- 
gami con n-x, dove x è il numero di atomi di carbo- 
nio interposti fra il C metilico (n) ed il C che forma 
il primo doppio legame a partire dal gruppo metili- 
co stesso. Ad esempio l’acido oleico e gli acidi 
grassi della sua famiglia viene indicato con 7 - 9, il 
linoleico con 7 - 6 ed il linolenico con n - 3. 

La presenza di un doppio legame comporta un 
notevole abbassamento del punto di fusione rispet- 
to al corrispondente acido grasso saturo. Così l’aci- 


do stearico ha un punto di fusione di +69,6 °C, l’a- 
cido oleico di +13,4 °C e l’acido linoleico di —11 
°C. D'altra parte, l’acido miristico (14:0) e l’acido 
palmitico (16:0) hanno un punto di fusione ripetti- 
vamente di + 51 °C e + 62°C. Pertanto si può dire 
che /a fluidità degli acidi grassi e dei lipidi che li 
contengono è inversamente proporzionale alla lun- 
ghezza delle catene e direttamente proporzionale al 
numero di doppi legami cis. Infatti, la presenza di 
doppi legami frans non modifica sostanzialmente il 
punto di fusione rispetto al corrispondente acido 
grasso saturo. Ciò è ascrivibile al fatto che le forze 
intermolecolari sono più elevate fra molecole retti- 
linee e parallele che non fra molecole angolate, non 
accostabili ordinatamente fra loro. 


Nella Tabella 2.II vengono riportati i più comu- 
ni acidi grassi insaturi naturali. I primi tre (palmito- 
leico, oleico ed erucico) sono non essenziali, in 
quanto l’organismo li può formare dai corrispon- 
denti acidi grassi saturi per desaturazione. Fra que- 
sti l’acido erucico, costituente dei trigliceridi del- 
l’olio di colza, ha un’azione tossica sul miocardio 
dei ratti, inducendo una rapida ed estesa infiltrazio- 
ne di grassi (steatosi miocardica). Per questo moti- 
vo e a scopo precauzionale, gli oli di semi conte- 
nenti acido erucico non possono essere commercia- 
lizzati per uso alimentare. 

Gli acidi linoleico e linolenico sono acidi grassi 
essenziali per l’uomo, poiché non possono essere 
sintetizzati da altri acidi grassi e devono essere 
quindi assunti con la dieta. Questi due acidi grassi 
sono rispettivamente i precursori degli acidi grassi 
polinsaturi delle serie ©-6 e ©-3, da cui derivano 
ne, trombossani e leucotrieni. L'acido arachidoni- 
co (20:4 ©-6) non può essere considerato essenzia- 
le in quanto può essere sintetizzato nel nostro orga- 
nismo dall’acido linoleico. 


Reazione degli acidi grassi insaturi 


Idrogenazione. L’idrogenazione degli acidi gras- 
presenza di un catalizzatore (es. nickel), comporta 
la saturazione dei doppi legami e quindi la loro tra- 
sformazione nei corrispondenti acidi grassi saturi. 
Tale processo viene utilizzato per la trasformazione 
di oli vegetali in grassi solidi (margarine). Il proces- 
so, che non è completo, implica anche una parziale 
trasformazione della configurazione cis in quella 
trans di alcuni doppi legami: 


Acidi grassi ® 25 


Tabella 2.II 





Esempi di acidi grassi insaturi naturali. 












CH =CH-(CH-)7-COOH 


inolenico 


srachidonico 





CH3-(CHo)4-(CH =CH-CHx)4-CHo- 
CHo-COOH 


ARCH, —0=0— CH, ---- AH SL 


H_H 


Li 
——» R—CHn —G—0—CHp---- 


H_ H 
llogenazione. Gli alogeni, e particolarmente il 
bromo e lo iodio, si addizionano facilmente ai dop- 
ni legami per formare gli alogeno-derivati corri- 
.pondenti: 


|: questa la reazione su cui si basa la determina- 
rione del numero di iodio (g di iodio assorbiti da 
100 gr di un grasso) e che dà la misura del grado 
d'insaturazione degli acidi grassi contenuti in un 
iampione di grasso. I grassi naturali che contengo- 
no più acidi grassi saturi (ad es. lardo e burro) han- 


CH3-(CH-)s-CH=CH-(CH-);-COOH 16:1; A9 7 i 
i I È Pa Grassi comuni 
erucico CH3-(CHo);-CH=CH-(CHo);;-COOH | 22:1; 413 | 22:1@-9 Cds... 
(colza, rapa, senape) 
:30-3 


linoleico CH3-(CHg)4-CH=CH-CHo-CH=CH- 18:2; 49, | 18:2@0-6 
(CH2)7-COOH A12 
Olii vegetali 
CH3-CHo-CH=CH-CHy-CH=CH-CHy- | 18:2; A9, 18:30- 


















6 NERI ZAP 
Grassi animali, olio 
di semi di aracide 


no un numero di iodio basso (da 10 a 50) e sono so- 
lidi a temperatura ambiente. Quelli che contengono 
più acidi grassi insaturi (oli vegetali) hanno un nu- 
mero di iodio elevato (da 120 a 150) e sono liquidi 
a temperatura ambiente. 

Ossidazione. In presenza di O, ed ancora più ra- 
pidamente di O;, gli acidi grassi insaturi formano 
perossidi, responsabili dell’irrancidimento dei gras- 
si alimentari e dell’alterazione delle membrane cel- 
lulari in vivo. 


Idrossiacidi ed acidi grassi a 
catena ramificata 


Queste due categorie di acidi grassi sono più dif- 
fuse nei microorganismi e nei vegetali. Nel regno 
animale e nell’uomo idrossiacidi a lunga catena si 
riscontrano in piccole quantità nelle membrane cel- 
lulari, particolarmente in quelle del tessuto nervoso. 
I più diffusi sono l’acido cerebronico (2-idrossi-te- 
tracosanoico): 


O 
2 
OH 


e l’acido ossinervonico (2-idrossi-A15-tetracosae- 
noico): 
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O 

15 2 

CH,—(CH,) ;_0=0— (CH): —CH—C7-0H 
HH OH 


Degli acidi a catena ramificata si ricordi l’acido 
fitanico: 
CH3 CH3 O 
| | & 
CH; |[CH—(CH,) i CH——CH,—CT—0H 
3 


derivante dal fitolo (alcool vegetale) ed importante 
in patologia umana, in quanto per un difetto enzi- 
matico genetico si accumula nel tessuto nervoso, 
provocando la tesaurismosi denominata morbo di 
Refsum. 


Esteri di acidi grassi con alcoli a 
lunga catena (Cere o Ceridi) 


In natura sono presenti esteri di acidi grassi con 
alcoli a lunga catena che sono i componenti quanti- 
tativamente più importanti delle cere. Per esempio 


il palmitato di miricile, il componente principale * 


della cera delle api, ha la seguente formula: 


0 
CHj—(CH,);, — Cl 0—cH,—(CH,)x — CHs 


A causa della saturazione delle lunghe catene 
alifatiche costituenti, le cere sono del tutto insolubi- 
li in acqua e chimicamente inerti. Tale inerzia con- 
ferisce alle cere le peculiari funzioni protettive, che 
esplicano stratificandosi sulle superfici esposte del- 
le foglie nelle piante e dell’epidermide negli anima- 
li. Hanno infatti azione impermeabilizzante, oppo- 
nendosi alla perdita di acqua e alla penetrazione dei 
batteri, i quali, non disponendo di enzimi capaci di 
attaccare le cere, sono incapaci di varcarne lo strato 
protettivo. 


GLICEROLIPIDI 


I glicerolipidi o acilgliceroli sono esteri del gli- 
cerolo con acidi grassi a lunga catena. Il g/icerolo è 
un alcole trivalente caratterizzato da due gruppi al- 
colici primari (C1,C3) ed uno secondario (C2) e 
può quindi essere esterificato da uno (monogliceri- 
de o monoacilglicerolo), due (digliceride o diacil- 
glicerolo) o tre acidi grassi (trigliceride o triacilgli- 
cerolo). 


1 FITTI 
2CHT_-OH 
3 CHo — OH 


Glicerolo 


Questi gliceridi sono /ipidi neutri, poiché sono 
privi di carica elettrica e lipidi semplici perché non 
hanno altri atomi oltre il C, H e O. 


Trigliceridi o triacilgliceroli. In natura sono ge- 
neralmente presenti i trigliceridi misti dove, nella 
stessa molecola, sono presenti acidi grassi diversi 
uno dall’altro sia per lunghezza della catena che per 
grado d’insaturazione, costituendo pertanto distinte 
specie molecolari la cui nomenclatura tiene conto 
del tipo di acido grasso e della posizione degli aci- 
di grassi nel glicerolo esterificato (es: /-pa/mitoil- 
2-oleoil-3-stearoil-glicerolo). 


ara 0 DE, 
CH— O!H+ HO+ CCR, iù O Ro 
tu -0-dn, 


Triacilglicerolo 


Glicerolo Acidi grassi 


I trigliceridi sono sostanze fortemente idrofobi- 
che poiché nella esterificazione i gruppi idrofilici 
del glicerolo e degli acidi grassi scompaiono. Per 
questa loro proprietà essi si depositano nei tessuti in 
forma completamente anidra e costituiscono la for- 
ma ideale di deposito di materiale energetico nei 
tessuti per l’elevato valore calorico (1 g di triglice- 
ridi produce 9 Kcal). Le proprietà fisiche dei trigli- 
ceridi riflettono strettamente quelle degli acidi gras- 
si costituenti: in forma solida a temperatura am- 
biente quelli ricchi di acidi grassi saturi (grassi ani- 
mali), in forma liquida quelli ricchi di acidi grassi 
insaturi (oli vegetali). 

I trigliceridi sono particolarmente abbondanti 
nel tessuto adiposo, nell’ambito del quale costitui- 
scono più del 90% dei lipidi totali. Nell’uomo e nei 
mammiferi in genere, il tessuto adiposo periferico 
(es. sottocutaneo) è costituito da trigliceridi ricchi 
di acidi grassi saturi, mentre quello interno (es. vi- 
scerale ed epicardico) è costituito da trigliceridi più 
ricchi di acidi grassi insaturi. 

Per azione di enzimi idrolitici, le /ipasi, i trigli- 
ceridi vengono idrolizzati gradualmente in glicero- 
lo e negli acidi grassi costituenti. Intermedi di que- 
sta idrolisi sono i digliceridi o diacilgliceroli ed i 
monogliceridi o monoacilgliceroli. 


_ 


GLICEROFOSFOLIPIDI 


Nei glicerofosfolipidi, il glicerolo è esterificato 
nelle posizioni C1 e C2 da acidi grassi e in C3 da 
acido fosforico e pertanto si possono considerare 
derivati del glicerolo-3-fosfato. In genere, gli acidi 
grassi in posizione C1 sono saturi mentre quelli in 
C2 sono insaturi. Poiché il C2 è asimmetrico posso- 
no esistere due stereoisomeri L e D. I glicerofosfo- 
lipidi naturali appartengono tutti alla serie L. 

Tutti i glicerofosfolipidi sono molecole anfifili- 
che o anfipatiche a causa della coesistenza di una 
porzione polare (idrofilica) ed una apolare (idrofo- 
bica). Queste caratteristiche strutturali conferiscono 
ai glicerofosfolipidi le proprietà necessarie per es- 
sere tra i principali componenti lipidici delle mem- 
brane biologiche. 

Il più semplice glicerofosfolipide è l’acido fo- 
sfatidico (1,2-diacil-glicero-3-fosfato) che è presen- 
te in concentrazioni relativamente piccole nelle cel- 
lule dei mammiferi, ma riveste un’importanza me- 
tabolica essendo l’intermedio dei processi biosinte- 
tici di tutti 1 glicerolipidi: 
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° 
po Feo | tz 
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, O porzione 
oH,=f=p-oe | Pe 
Da 


Acido fosfatidico (L) 


L’esterificazione del fosfato con il gruppo alcolico 
della colina, etanolammina, serina o inositolo origina 
altre classi di glicerofosfolipidi comunemente indicate 
come fosfatidilcolina, fosfatidiletanolammina, fosfati- 
dilserina e fosfatidilinositolo sebbene sarebbe più cor- 
retto utilizzare il plurale poiché in ciascuna classe so- 
no presenti diverse specie molecolari dovute alla di- 
versa combinazione di acidi grassi (Fig. 2.3). 

Le fosfatidilcoline o lecitine, sono i fosfolipidi 
più diffusi ed i maggiori componenti delle membra- 
ne biologiche. A pH fisiologico, la porzione polare 


O 
CH, —0—CCR, 


o | o | 
E-“-o=0=H R:—ll0-C—H 
| il Ch | 
| sg _* | + 
CH, i _— CH, TNT CH3 CH, i ii. — CH, — NH3 
O- CH3 O- 
L-Fosfatidilcolina L-Fosfatidiletanolammina 
O O 
#4 
CH, —0—CC-R, A 
O | O 
dà 
LR | dall da O H pedi Sy O 
Il er Il 
CH, —0—P_0—CH, —C—NH; CH, —0—P_o0 lati di 
OH 
OH 
L-Fosfatidilserina L-Fosfatidilinositolo 
Figura 2.3 


n queste formule l'acido grasso esterificato in 2 è stato posto a sinistra per sottolineare che i fosfolipidi naturali ap- 
sgrtengono alla serie L. Data la asimmetria del C2 esiste infatti la possibilità di esistenza della serie D non naturale. 
n seguito i fosfolipidi, per semplicità, anche se impropriamente, verranno scritti con entrambi gli acidi grassi a destra. 
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presenta una carica elettrica negativa sul residuo 
dell’acido fosforico ed una positiva sull’azoto qua- 
ternario della colina (anfoione). Gli acidi grassi 
esterificati in C2 sono in genere polinsaturi e quelli 
in CI sono saturi. Fa eccezione la dipalmitoilfosfa- 
tidilcolina, una sostanza fortemente tensioattiva 
(surfattante) che riveste gli alveoli polmonari, faci- 
litando gli scambi d’ossigeno fra aria alveolare e 
sangue. 

Anche le fosfatidiletanolamine sono anfoioni a 
pH fisiologico mentre le fosfatidilserine posseggo- 
no una carica netta negativa a causa della dissocia- 
zione del gruppo carbossilico. 

I fosfatilinositoli per la notevole idrofilicità del 
mio-inositolo (un esitolo carbociclico) sono i fosfo- 
lipidi più idrofilici. Tale idrofilicità si accentua nei 
componenti di questa categoria che presentano una 
o due molecole di acido fosforico che esterificano 
rispettivamente i gruppi alcolici in posizione 4 o 4,5 
del mio-inositolo (difosfoinositidi e 
trifosfoinositidi). 

Nei fosfatidilgliceroli, componenti quantitativa- 
mente minori delle membrane biologiche, il fosfato 
esterifica il gruppo alcolico primario di un’altra 
molecola di glicerolo. Questo glicerofosfolipide ha 
un'importanza metabolica poiché è il precursore del 
difosfatidilglicerolo nella cui molecola anche l’altro 
gruppo alcolico primario del fosfatidilglicerolo è 
esterificato dal fosfato di un’altra molecola di ac. 
fosfatidico. 


O 

ugo CH,OH 

“l0-c—H 
0 

R H,C-0-PT0— CH, 


O- 
Fosfatidilglicerolo 


H-C_-0H 


O 


O 
H G-o-c£ R CH,-0-Pl0 CH, 
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Difosfatidilglicerolo (cardiolipina) 


I difosfatidilgliceroli sono noti anche con la de- 
nominazione empirica di cardiolipine, in quanto 
originariamente isolati dal miocardio. La maggiore 


O 
CH,-0-c° 
R 


concentrazione di cardiolipine si riscontra nella 
membrana interna mitocondriale. 


Per idrolisi enzimatica, operata da fosfolipasi A; 
0 A, dei legami esteri tra gli acidi grassi rispettiva- 
mente in posizione C1 o C2, si formano 1-liso-2- 
acil o l-acil-2-liso glicerofosfolipidi, indicati co- 
munemente come /isofosfolipidi. 


Le membrane biologiche non contengono solo 
diacilglicerofosfolipidi, nei quali si riscontrano solo 
legami esterei con acidi grassi, ma in esse sono pre- 
senti anche glicerofosfolipidi in cui la catena alifa- 
tica in C1 forma un legame etereo o viniletereo con 
il glicerolo (/-a/chil-2-acil o 1-alchenil-2-acil gli- 
cerofosfolipidi). Gli alchenilfosfatidi vengono an- 
che denominati plasmalogeni e sono caratterizzati 
dall’aver legato in CI un’aldeide a lunga catena (in 
forma enolica). Pertanto, per idrolisi del legame in 
CI si ottengono alcoli o aldeidi a lunga catena a se- 
conda che si tratti di a/chil o alchenilglicerofosfoli- 
pidi. 

Nei tessuti dei mammiferi, in particolare in quel- 
lo nervoso, sono particolarmente abbondanti gli 
etanolammina plasmalogeni o fosfatidaletanolam- 
mine: 


I 
H,C —O—C=C—R 


O 
Ri 0—-C—H 


O + 
H,©-0—F-0-cH, — CH, — NHs 
O- 
Fosfadidaletanolammina 


H H 


| | 
O=C—CH, —R HO—C—C=0-R 


H HH 
\Forma chetonica Forma enolica ) 


Aldeide 


Anche se in minor quantità, possono essere pre- 
senti nelle membrane cellulari anche colina pla- 
smalogeni (fosfatidalcolina) e serina plasmalogeni 
(fosfatidalserina). 

Non sono ancora ben conosciute le funzioni cel- 
lulari dei plasmalogeni, i quali sono particolarmen- 


te ricchi di acidi grassi polinsaturi tra cui quelli del- 
la serie @-3 come /’acido docosaesaenoico o DHA 
(22:6 ©-3). 


La funzione più nota del 1-alchil-2-acil-glicero- 
}-fosfocolina è quella di essere il precursore meta- 
bolico del 1-alchil-2-acetil-glicero-3-fosfocolina 
noto come “fattore di attivazione delle piastrine” 
(Platelet-Activating Factor, PAF), il quale oltre alla 
più nota azione aggregante sulle piastrine è anche 
un potente mediatore chimico dell’infiammazione e 
della risposta immunitaria: 


HG —0T—(6HJ, A, 
O 
relé —0-c— 
E i 
H, -0—F_0—CH, —_CH, —ÎlH, 


O- 
1-Achil-2-Acilfosfatidiletanolammina 


hi Medi Oh, 
CH. Palle dii T 
Ad 
O gt O- CH CH N(CH,), 
O- 
Fattore di attivazione delle piastrine (PAF) 
n= 15.017 


SFINGOLIPIDI 


Gli sfingolipidi contengono lo sfingolo o sfingosi- 
na che è un amminoalcol a 16, 18 o 20 atomi di car- 
bonio con un doppio legame trans tra il C4 e il CS: 


H 


|5 4° 3 2 1 


CH—(CHp)j, —C=0—CH—CH—CH, 
H OH NH, OH 


C18-Sfingolo 


L’analogo saturo dello sfingolo è la sfinganina 
che è presente negli sfingolipidi anche se in misura 
ridotta. Nei vegetali è presente la fitosfinganina che 
ho un ossidrile in C4. 


Gili acidi grassi, formando un /egame carboam- 
midico con il gruppo amminico dello sfingolo, dan- 
no origine al ceramide o acilsfingolo, che è un in- 
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termedio metabolico degli sfingolipidi e svolge an- 
che funzioni nella comunicazione cellulare: 


CH — (CHa)x:—CH=CH—CH—CH—CH,0H 
OH NH—c—R 
O 


Ceramide 


Il legame carboamidico è più resistente del lega- 
me estere all’idrolisi chimica, pertanto si richiedo- 
no condizioni più forti per liberare gli acidi grassi 
dagli sfingolipidi rispetto ai glicerolipidi. 


Sfingofosfolipidi o sfingomieline 


Le sfingomieline sono fosfolipidi in cui il grup- 
po alcolico primario del ceramide è esterificato dal 
gruppo fosforico della fosforilcolina o della fosfori- 
letanolamina (ceramide fosforilcolina e ceramide 
fosforiletanolammina). Pertanto, anche nella mole- 
cola delle sfingomieline, come in quelle dei glicero- 
fosfolipidi, è distinguibile una porzione polare (fo- 
sforilcolina o fosforiletanolammina) ed una porzio- 
ne apolare formata dalle catene idrofobiche dello 
sfingolo e dell’acido grasso. Quest’ultimo è spesso 
a 24 atomi di C, ad esempio acido cerebronico 0 0s- 


a sinervonico (Fig. 2.4). 


Le sfingomieline sono normali costituenti delle 
membrane delle cellule animali e sono abbondanti 
nel tessuto nervoso come costituenti delle guaine 
mieliniche delle fibre nervose. 


Glicolipidi 


I glicolipidi contengono una o più molecole di 
monosaccaridi legate covalentemente al ceramide. 
Sono denominati più propriamente glicosfingolipidi 
a sottolineare la presenza dello sfingolo. Molto ab- 
bondanti nel tessuto nervoso si suddividono in cere- 
brosidi, solfatidi, gangliosidi e glicolipidi neutri 
complessi. 


Cerebrosidi e solfatidi 


Nei cerebrosidi e nei solfatidi è presente una so- 
la molecola di monosaccaride, generalmente il ga- 
lattosio, unita con legame f-glicosidico al cerami- 
de. Per esterificazione dell’ossidrile in C3 (più rara- 
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mente in C6) del residuo del galattosio con una mo- 
lecola di acido solforico si hanno i so/fatidi, presen- 
ti nella sostanza bianca cerebrale. In alcuni solfati- 
di il galattosio è sostituito dal lattosio. 


O 


Gangliosidi e glicolipidi neutri 
complessi 


I gangliosidi sono composti dal ceramide, unito 
con legame f-glicosidico ad un oligosaccaride con- 
tenente acido sialico, solitamente acido N-acetil- 
neuraminico. I glicolipidi neutri complessi hanno 
struttura simile a quella dei gangliosidi ma non con- 
tengono acido sialico. 

Sono note un centinaio di specie molecolari di 
gangliosidi particolarmente abbondanti nella sostan- 
za grigia del tessuto nervoso che possono contenere 
una o più (fino a 7) molecole di acido sialico: 





acido sialico (N-acetilmeuraminico) 


Il ganglioside più semplice è costituito da acido 
sialico e galattosio (NeuAc a 2 > 3 Gal p1-cera- 
mide). Più comunemente l’oligosaccaride cui si at- 
tacca l’acido sialico è il lattosio (Gal B1 > 4 Glc) 
(serie 3, vedi Tabella 2.III), il GalNAc B1 34 Gal 
BI >4Gle (serie 2, Tabella 2.III), e il Gal BID 3 
GalNAc B1> 4 Gal BI > 4 Gle (serie 1, Tabella 
2.III). L’acido sialico si àncora di solito ad un resi- 
duo di galattosio (legame a 2 + 3 glicosidico) o ad 
un altro residuo di acido sialico (legame a 2 3 8 
glicosidico); in alcuni casi è legato all’N-acetilga- 
lattosammina con legame o 2 è 6 glicosidico. Le 
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Figura 2.4 Formula di struttura di una sfingomielina 
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figura 2.5 Struttura di alcuni gangliosidi 
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«trutture delle molecole di alcuni gangliosidi (GM3, 
{;}M2, GMI, GDla, GDIb, GTIb, GQlb e GDI0) 
nelle quali sono evidenti i vari tipi di legame dell’a- 
cido sialico sono riportate nella Fig. 2.5. Nella 
inbella 2.III sono riportate le strutture schematiche 
lei gangliosidi più diffusi nella sostanza grigia ce- 
rebrale. 


| gangliosidi hanno caratteristiche anfipatiche a 
cnusa della presenza nella stessa molecola di una 
parte idrofobica (ceramide) e di una porzione alta- 
mente idrofilica dovuta ai residui glucidici e all’aci- 
ilo sialico con carica negativa a causa della dissocia- 
ione del gruppo carbossilico. Pertanto queste mole- 
cole, se poste in un mezzo acquoso, formano spon- 
inneamente aggregati micellari o, insieme ai fosfoli- 
nidi, si organizzano in strutture più complesse. 


Nella cellula la porzione idrofobica dei ganglio- 
sidi è inserita nella membrana cellulare mentre la 
porzione idrofilica è proiettata nello spazio extracel- 
lulare. Questa peculiare disposizione delle molecole 
dei gangliosidi a livello delle membrane cellulari 
permette la loro partecipazione ai complessi mecca- 
nismi di riconoscimento di segnali extracellulari e 
alla modulazione della risposta cellulare indotta dal- 
l’attivazione di recettori da neurotrasmettitori, or- 
moni o, più in generale, da mediatori chimici. 

Sono note gravi malattie ereditarie in cui si veri- 
fica un accumulo di sfingolipidi nel tessuto nervoso 
centrale a causa di deficienze di enzimi adibiti alla 
loro degradazione (es. morbo di Tay-Sachs per ac- 
cumulo di GM2, morbo di Gaucher per accumulo di 
glucosilceramide e morbo di Niemann-Pick per ac- 
cumulo di sfingomielina). 
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Tabella 2.III 


| principali gangliosidi della sostanza grigia cerebrale. 
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| È enon o È | RI EIA 0A o d De È ne TESE; CR 33 NOI 
GM3 | Gal1,4-Gic B1-ceramide 
I Foe 2:33 
NeuAc 
GM2 GalNAcB1,4-GalB1,4-GlcB1-ceramide 
| a 2,3 
NeuAc 
GM] GalB1,3-GalNAcR1 SITES -ceramide 
| A c, 
| NeuAc 
GDla GalB1,3-GalNAcR1,4-GalB1,4-Glc81-ceramide | 
I a 2,3 I a 2,3 
NeuAc NeuAc 
GDIb GalB1,3-GalNAcR1 #i -ceramide 
A c, 
NeuAc | 
| la 2, | 
NeuAc | 
GTIb st ,3-GalNAcB1,4-GalB1,4-GlcB1-ceramide | 
o 2,3 I a 2,3 


NeuAc SEE 





LEE 
Se ,$, GaINAoR1 ,4-GalB1,4-GlcB1-ceramide 
a c, 


NeuAc 
GTlba NeuAc 
| x 2,6 


Gal ,3-GalNAcB1,4-GalB1,4-GlcB1-ceramide 
c2:3 


GDla 







* Secondo la nomenclatura più comunemente impiegata e suggerita da L.Svennerholm: G = ganglioside; M, D, T,Q = 
mono, di, tri, tetra(quater) sialidato; 1, 2, 3 = serie dell’oligosaccaride cui si lega l'acido sialico; a, b = forme isomere. 
L'indicazione a indica la presenza di acido sialico legato alla N-acetilgalattosamina. Si osservi che GM1, GDla, GD1b, 
GTIb, GQI, GDla e GTIba hanno lo stesso oligosaccaride neutro e differente contenuto o posizione dell'acido sialico 






STEROLI E STEROIDI } Giiopenteno 


Questi composti sono derivati del ciclopentano- 
periidrofenantrene, un nucleo tetraciclico costituito 


dalla saldatura fra periidrofenantrene (anelli A, B e 
C) e ciclopentano (anello D): Ciclopentanoperiidrofenantrene 
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Gli idrocarburi contenenti il nucleo del ciclopen- 
ianoperiidrofenantrene sono gli sterani. 

Nel ciclopentanoperiidrofenantrene gli atomi di 
(‘ 5, 8, 9, 10, 13 e 14, corrispondenti alle saldature 
dei 4 anelli, sono asimmetrici. Sono pertanto possi- 
bili 26 stereoisomeri che derivano dalle possibili di- 
posizioni cis o trans degli atomi di idrogeno legati 
gli atomi di C asimmetrici. Negli steroidi naturali 
li anelli B, C e D sono sempre saldati fra loro in 
posizione trans. La possibilità di stereoisomeri va- 
riabili esiste quindi solo per i C5 e CIO (situati nel- 
in saldatura fra gli anelli A e B) come è esemplifi- 
cato dalle due forme a e PB dell’androstano, in cui 
sono anche presenti due gruppi metilici legati al 
(10 e C13 che sono contrassegnati come C19 e 
(18, rispettivamente: 


18CHg 18CHg 
109CHg a 19CHg a 
b 9 
7 b 


5o0-androstano 
(androstano) 


5B-androstano 
(eziocolano) 


Gli idrogeni in C9 e C14 sporgono sempre sotto 
| piano, sono cioè in posizione trans rispetto ai me- 
ili angolari. L’idrogeno in C5 può invece proiettarsi 
\opra il piano (B), cioè nello stesso semispazio del 
metile angolare, o sotto il piano (0), cioè nel semi- 
ipazio opposto. Ad indicare queste posizioni steriche 
xi usano tratti continui per la posizione f3, tratteggia- 
ti per la posizione c.. Un doppio legame che interes- 
«\ la posizione C5 elimina ovviamente ogni possibi- 
lità di stereoisomeria & e f} fra gli anelli A e B: 


CHg 


A4-androstene 


La conoscenza della numerazione degli atomi di 
{ degli sterani e dei loro derivati sarà di grande uti- 
lità quando si affronterà lo studio del loro metabo- 
lismo. 


do 
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Per sostituzione di uno o più idrogeni negli ste- 
rani con ossidrili si ottengono gli alcoli corrispon- 
denti, denominati sferoli. Un esempio di struttura 
sterolica, il A4-androstene-3B,170-diolo è qui pre- 
sentato: 


OH 
CH83; 17 


CHg 


HO 


Colesterolo 


Il colesterolo è largamente presente nel mondo 
animale. La sua struttura chimica è caratterizzata da 
un OH in GC3 in posizione f}, da un doppio legame 
fra C5 e C6 (A°) e da una catena laterale isoottilica 
in C17 (A°-colestene-3B—olo) (Fig. 2.6). 

La struttura è largamente idrofobica con l’ecce- 
zione dell’OH che rappresenta l’unica possibilità di 
interazioni positive con il solvente acquoso o con 
altre molecole polari. Tale proprietà viene persa 
quando l’OH viene esterificato da un acido grasso 
(colesterolo esterificato). Gli acidi grassi che più 
frequentemente esterificano il colesterolo sono l’a- 
cido oleico (colesteril-oleato) e linoleico (colesteril- 
linoleato). Gli esteri del colesterolo si ritrovano in 
elevata percentuale nelle lipoproteine plasmatiche 
(LDL e HDL). Le placche ateromatose che si depo- 
sitano sull’intima delle arterie nell’aterosclerosi, 
sono formate in prevalenza da esteri del colestero- 
lo. La digitonina, che reagisge con il gruppo -—OH 
(B), precipita il colesterolo libero ma non quello 
esterificato. Su questa precipitazione differenziale 
si basa il procedimento per la separazione del cole- 
sterolo libero ed esterificato del sangue. 

Nell’uomo normale adulto il contenuto di cole- 
sterolo del sangue varia fra 130-200 mg/100 ml: 
due terzi in forma esterificata, un terzo in forma li- 
bera. Sempre nel soggetto adulto maschile si consi- 
derano ancora nella norma, ma “borderline”, valori 
di colesterolemia compresi fra 200 e 240 mg/100 
ml. 

Colesterolo ed esteri del colesterolo sono pre- 
senti in sospensione pressoché satura nella bile, dal- 
la quale facilmente precipitano per formare 1 calco- 
li di colesterolo. 

Negli animali superiori il colesterolo è 11 precur- 
sore, fra l’altro, degli ormoni steroidei, dei sali bi- 
liari e della vitamina D. 


34 ® Lipidi 


O 
4 
H—GrheT—GHa—G 
OH_ HO 


21 * 
CHg CHsg 
cf (CH), — 
18 i (CH), ua 
CHg 


CH 
19 
CH; 


\ acido grasso colesterolo 


colesterolo esterificato 


Figura 2.6 Formula di struttura del colesterolo e del colesterolo esterificato 


Il colesterolo è presente negli animali ma non 
nelle piante. I batteri, incapaci di sintetizzare il nu- 
cleo del ciclopentanoperiidrofenantrene, sono privi 
di steroidi. 

Alimenti ricchi di colesterolo, parte in forma li- 


bera e parte in forma esterificata, sono quelli di Ori-, 


gine animale: carne, burro, formaggi e uova, ecc. 


Sali biliari 


Costituiscono la forma quantitativamente più ri- 
levante (80% circa) dei prodotti di trasformazione 
metabolica del colesterolo. Si formano nel fegato, 
dal quale vengono secreti nella bile e con questa ri- 
versati nell’intestino. La molecola dei sali biliari si 
differenzia da quella del colesterolo per le seguenti 
caratteristiche: 

1) presenza in C17 di una catena laterale di 5 
atomi di C anziché di 8, terminante con un gruppo 
carbossilico: acido colanico. 

2) mancanza del doppio legame A°. L’idrogeno 
in 5 ha posizione fi, è cioè in cis rispetto ai metili 
angolari. 

3) presenza di ossidrili o, incapaci quindi di rea- 
gire con la digitonina. 

Gli acidi biliari differiscono gli uni dagli altri 
per il numero degli ossidrili alcoolici secondari. Gli 
acidi colico e chenodeossicolico sono acidi biliari 
primari, in quanto si formano nel fegato dal coleste- 
rolo. Gli acidi deossicolico e litocolico sono secon- 
dari, in quanto si formano nell’intestino per trasfor- 
mazione dei primari (Fig. 2.7). 

Nella bile umana normale l’acido biliare più ab- 
bondante è l’acido colico. 


Gli acidi biliari vengono rilasciati dal fegato in 
forma coniugata, cioè con il loro carbossile legato 
mediante legame carboamidico con il gruppo am- 
minico della glicina, acidi glicocolici, o della tauri- 
na, acidi taurocolici: 


O 
R—C—N--cH, 000° 
l 
Ac. glicocolici 
O 
R—C—N—CH, —GH,, — 60, 
li 


Ac. taurocolici 


AI pH della bile o del succo intestinale sia il 
gruppo carbossilico degli acidi glicocolici che quel- 
lo solfonico degli acidi taurocolici sono completa- 
mente dissociati e salificati con Na* e K*: sali bilia- 
ri. Nella bile umana normale gli acidi glicocolici 
sono presenti in quantità tre volte superiore rispetto 
al taurocolici. 

La principale funzione dei sali biliari, essendo 
dei potenti tensioattivi, è quella di emulsionare i 
grassi alimentari, di stabilizzarne l’emulsione e di 
facilitarne la digestione e l'assorbimento intestinale. 


PRENOLI E PRENOIDI 


Contengono nella loro struttura unità a 5 atomi 


CHs 


| 
OH CH—CH,—CH, — COOH 


i CHg 


Acido colico 
(30, 7a, 120-Triossicolanico) 


Acido deossicolico 
(30, 120-Diossicolanico) 
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Acido chenodeossicolico 
(3a, 7a-Diossicolanico) 


OH lahia 
OH CH_-CH, UH, T—< COOH CH_-CH, — UH — COOH 
i CHa CH; 
CH; CHy 
MO” HO i 
H H 


Acido litocolico 
(30a-Ossicolanico) 


Figura 2.7 Gli acidi biliari primari (colico e chenodeossicolico) e secondari (deossicolico e litoco- 


lico) 


di C che, nelle cellule, derivano dall'isopentenil pi- 
ivfosfato. Questo si può considerare derivato dell’1- 
lrocarburo isoprene e pertanto sostanze con queste 
caratteristiche strutturali appartengono alla classe 


degli isoprenoidi: 
CH CHg 
0 © CH 
Can 
VA, EA, 2 
H,C . HT Ho  o-®-® 
Isoprene Isopentenil pirofosfato 


Poiché composti appartenenti a questa classe si 
lormano per successive addizioni di unità a 5 atomi 
di C, questi vengono classificati indicandone il nu- 


mero di atomi di C nel modo seguente: C; isopre- 
noidi, Co isoprenoidi, etc. 

Questa classe di composti viene anche indicata 
come ferpeni. Sono terpeni gli oli essenziali (canfo- 
ra, mentolo, pinene ecc.). Appartengono a questa 
classe anche 1 carotenoidi tra cui il precursore della 
vitamina A (fì-carotene, C4o isoprenoide) e lo squa- 
lene (C30 isoprenoide) che è un idrocarburo inter- 
medio della sintesi del colesterolo. 

Un'altra classe di lipidi prenolici è quella dei 
chinoni e idrochinoni. A questa classe appartiene 
l’ubichinone (Coenzima Q10), intermedio della ca- 
tena respiratoria mitocondriale, la vitamina E e la 
vitamina K. 

Alla classe dei poliprenoli appartengono i doli- 
coli che hanno lunghe catene costituite da 16 a 20 
unità isopreniche di cui l’ultima, satura, terminante 
con un gruppo alcoolico primario. I dolicoli in for- 
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ma di esteri fosforici sono i “carrier” delle unità oli- 
gosaccaridiche che, a livello del reticolo endopla- 
smatico rugoso, vengono trasferite sulle proteine 
per formare le N-glicoproteine. Le formule di strut- 
tura di alcuni poliprenoidi di interesse biologico so- 
no presentate nella Fig. 2.8. 


STRUTTURE LIPIDICHE 


Gli acidi grassi a catena relativamente lunga so- 
no scarsamente solubili in acqua. I loro sali con ba- 
si forti (NaOH, KOH) sono chiamati saponi poiché 
si possono ottenere per saponificazione (idrolisi al- 
calina) dei grassi animali o vegetali. A valori di pH 
intorno a 7, essi sono completamente dissociati per- 
mettendo alla carica negativa del carbossile di inte- 


ragire con l’acqua e, a causa delle catene idrofobi- 
che, tendono a formare un monostrato all’interfac- 
cia aria-acqua. A seconda della loro concentrazione 
e con opportuni trattamenti, gli acidi grassi disso- 
ciati formano micelle (Fig. 2.9) stabilmente disper- 
se nella fase acquosa. Queste sono aggregati sferoi- 
dali di molecole orientate nel loro insieme in modo 
che i gruppi carbossilici, dotati di carica negativa, 
siano esposti all’acqua, mentre le catene carbonio- 
se, apolari ed intrinsecamente insolubili in acqua, si 
vengano a disporre all’interno della micelle stesse. 
Le forze che nell’ambito delle micelle attraggono 
reciprocamente le code carboniose vengono indica- 
te con il termine: “interazioni idrofobiche”. 
L'azione detergente dei saponi è dovuta all’incorpo- 
razione di materiali insolubili in acqua negli aggre- 
gati micellari. 
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Figura 2.8 Formule di struttura di alcuni isoprenoidi di interesse biologico 
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teste polari 


code apolari 


\) Aggregazione micellare: lipidi anfipatici a prevalenza B) Aggregazione vescicolare (liposomale): lipidi anfi- 


drofilica 


patici a prevalenza idrofobica. 


Figura 2.9 Forme di aggregazione in acqua di lipidi anfipatici a prevalenza idrofilica o idrofobica 


Anche altre molecole anfipatiche come 1 glicero- 
e gli sfingolipidi (in particolare i gangliosidi) pos- 
ono aggregarsi in strutture micellari ma con mag- 
xiore difficoltà a causa della presenza di due catene 
idrofobiche nella stessa molecola. Queste molecole, 
juando vengono disperse in acqua e in condizioni 
)pportune, si aggregano spontaneamente in struttu- 


re la cui conformazione è dipendente dalla loro con- * 


centrazione, dal pH e da altri parametri chimico fi- 
MICI, 

Le strutture più comuni che si ottengono dall’ag- 
gregazione di fosfolipidi sono le vescicole lipidiche 
;) iposomi (Fig. 2.9). In questi aggregati, le moleco- 
ie fosfolipidiche formano strutture sferoidali deli- 
mitate da un doppio strato (“bilaver’’) fosfolipidi- 
co In cui le catene idrofobiche si dispongono in mo- 
do da ridurre al minimo il contatto con l’acqua. 
i) altra parte, in queste vescicole le parti idrofiliche 
«delle molecole, interagendo positivamente con l’ac- 
qua, si dispongono sulle due superfici. Si viene co- 
| a costituire in maniera spontanea una “membrana 
urtificiale” che ha proprietà simili alle membrane 
Mologiche. Infatti, 1 liposomi rappresentano un mo- 
lello molto semplice per studiare alcune proprietà 
delle membrane biologiche, quali la permeabilità ai 
vir Joni o substrati, le transizioni di stato alle varie 
\emperature ecc. 

:ssendo possibile preparare liposomi contenenti 
nel loro interno farmaci ed enzimi, i liposomi sono 


stati impiegati in farmacologia sperimentale ed an- 
che in clinica per curare enzimopatie e per indiriz- 
zare in modo mirato determinati farmaci verso tes- 
suti bersaglio, meglio raggiungibili dai liposomi ri- 
empiti con il farmaco che non dal farmaco libero. 

Maggiori dettagli e approfondimenti sulle pro- 
prietà biologiche delle strutture fosfolipidiche sono 
riportati nel capitolo “Struttura e funzione delle 
membrane biologiche”. 
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CAPITOLO 





Amminoacidi e peptidi 


(a cura di G. Tettamanti) 


Gli amminoacidi - Classificazione degli amminoacidi proteici - Amminoacidi 
proteici postsintetici - Amminoacidi non proteici - Proprietà elettrochimiche 
degli amminoacidi - Riconoscimento e determinazione degli amminoacidi - 


Gli amminoacidi in diagnostica 
| peptidi - Oligopeptidi e polipeptidi - Peptidi naturali 





GLI AMMINOACIDI 


Gli amminoacidi sono le unità componenti strutturali delle proteine. Tutte le pro- 
teine sono infatti copolimeri di 20 amminoacidi (amminoacidi proteici), che costitui- 
scono, anche per analogia numerica, un vero e proprio a/fabeto proteico. Gli ammi- 
noacidi sono anche i costituenti dei peptidi naturali, strutture più semplici delle pro- 
teine e fisiologicamente autonome. Alcuni amminoacidi sono importanti anche per sé, 
o in quanto precursori di composti non proteici biologicamente importanti. Ad esem- 
pio la metionina ha la funzione di donatore di metili, l’acido glutammico è l’interme- 
dio chiave della detossificazione dell’ammoniaca, la glicina è uno dei precursori nel- 
la biosintesi dell’eme, ecc. 

Gli amminoacidi proteici sono 0 amminoacidi: hanno cioè il gruppo amminico le- 
gato all’atomo di carbonio & adiacente al gruppo carbossilico. Esclusa la glicina, il cui 
residuo (R)* è un atomo di H, in tutti gli amminoacidi il carbonio 0 è asimmetrico. 


adi pe pe ic 
HoN CH H_-G_MH; HO-G—H = H_C—0H 
CHs0H CHs0H CHs0H CHs0H 
L-serina D-serina L-gliceraldeide D-gliceraldeide 


* Per residuo (R), o catena laterale, di un amminoacido si intende la porzione della sua molecola non 
comprendente il gruppo carbossilico e quello amminico portato dall’atomo di Ca. Nelle formule che se- 
guono i residui degli amminoacidi sono scritti sotto la linea tratteggiata. Sono i residui che conferiscono 
individualità ai singoli amminoacidi; la rimanente porzione, che nelle proteine prende parte alla costitu- 
zione dei legami carboamidici, è identica in tutti gli amminoacidi. 
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Ad esso sono infatti legati 4 raggruppamenti diffe- 
renti: un atomo di idrogeno (H), un gruppo carbos- 
silico (-COO), un residuo (R) ed un gruppo ammi- 
nico ( NH). Ciò implica per ogni ammino acido la 
possibile esistenza di due forme stereoisomeriche o 
enantiomere: L (leggi /evo) e D (leggi destro). Gli 
amminoacidi proteici appartengono tutti alla serie 
L, o serie naturale. 

In soluzione a pH neutro gli amminoacidi sono 
prevalentemente in forma dipolare (anfoioni): han- 
no cioè il gruppo amminico protonato (-NH;*) ed il 
gruppo carbossilico deprotonato (-COO). 


Î iù 
O , O 
HaN—C—CC HaN—c—cC 
HA hu 


forma indissociata forma dipolare 


I valori di pK dei gruppi alfa-carbossilici (pK,) 
dei vari amminoacidi variano fra 2,2 e 3,4, per cui a 
pH 7 sono in forma deprotonata (carbossilati): — 
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Figura 3.1 Amminoacidi con residui apolari 


COO. Per contro i valori di pK dei gruppi alfa- 
aminici (pK.) sono superiori a 9,4, per cui a pH 7 
sono in forma protonata: -NH;' (ioni ammonio). 


Classificazione degli amminoacidi 
proteici 


La più razionale è quella che tiene conto della 
composizione chimica dei residui R, che condizio- 
na, fra l’altro, la loro funzionalità nel contesto delle 
proteine. 

Amminoacidi con residui apolari. Posseggono 
un R a/ifatico (alanina, valina, leucina, isoleucina e 
metionina) o aromatico (fenilalanina e triptofano) 
con carattere idrofobico. Per questo la solubilità in 
acqua di questi amminoacidi è scarsa, o molto scar- 
sa. In questo gruppo si include anche la prolina che 
è In realtà un immino-acido, in quanto, a differenza 
degli altri amminoacidi, non contiene il gruppo 
aminico, ma il gruppo imminico (-NH-) che è par- 
te della struttura dell’anello eterociclico pirrolidini- 
co (Fig. 3.1). 

Nella struttura tridimensionale delle proteine 


+ + 
cl ci A, 
ara ‘1 “OO + I 
LIA H,0° “CHg 
# 
Hg OH HgC 
leucina isoleucina 
H 
+ | CH, —CH, 
HgsN-CT—C007 hi pet & 
- — —- — — - -  pL2a_n nn: p-° / 
CHo NI è di 
£## Lee 
Ho H O 
| prolina 
ì 1 
H 
triptofano 





; 


H H 
& | Ò » | _ 
si a dec ci 
H ide 
OH 
glicina serina 
HsN—C—C007 HsN 0000 
% » 
x CHo 
O NH; i 
4 
y 
O NH5 
asparagina glutammina 


Gli amminoacidi ® 41 


H H 
Hsli-C—c0o- HillC—c00- 
( HTETOH > SI 
CHg SH 
treonina cisteina 
H 
oli toe 
Mii: — ni so 
OH 
tirosina 


Figura 3.2 Amminoacidi con residui polari privi di carica elettrica 





questi amminoacidi sono in genere situati nell’in- 
terno della molecola, trattenutivi da interazioni 
«lrofobiche fra i loro residui (vedi struttura terziaria 
proteine). 

Amminoacidi con residui polari privi di carica 
elettrica. Il gruppo comprende gli amminoacidi 
idrossilici (serina, treonina e tirosina) e la cisteina, 
possedente un gruppo tiolico (-SH). I gruppi -OH 
xl —SH conferiscono idrofilicità, in quanto capaci 
li formare legami idrogeno con l’acqua. Questo 
gruppo comprende inoltre asparagina e glutammi- 
"i, le ammidi dell’acido aspartico e glutammico. Si 
noti che i gruppi ammidici dei residui della aspara- 
xina e della glutammina, a differenza dei gruppi 
amminici, non sono protonabili e sono quindi privi 
{li proprietà basiche. A questo gruppo si assegna an- 
che la g/icina, l’unico ammino acido privo di centri 
{ll asimmetria. Esiste pertanto la glicina e non la L- 
e la D-glicina (Fig. 3.2). 

La cisteina può facilmente ossidarsi a cistina: 
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Figura 3.3 Amminoacidi con residui dotati di carica positiva 





A causa della trasformazione dei gruppi —SH 
idrofilici nel ponte disolfuro non idrofilico, la cisti- 
na, a differenza della cisteina, è estremamente poco 
solubile in acqua. La cistina non viene incorporata 
nelle proteine come tale durante la sintesi proteica, 
ma vi si forma secondariamente per ossidazione di 
due residui di cisteina (vedi trasformazione postsin- 


tetica delle proteine). Per questo la cistina viene in? 


clusa nel gruppo degli amminoacidi postsintetici. Il 
legame disolfuro nella cistina è il legame covalente 
più comune che nelle proteine tiene unite due cate- 
ne polipeptidiche o due segmenti della stessa cate- 
na. Mediante adatti agenti riducenti il legame disol- 
furo può essere ridotto ed il residuo di cistina tra- 
sformato in due residui di cisteina. 

Amminoacidi aventi residui polari con carica 
positiva. Sono la lisina, possedente un secondo 
gruppo aminico in posizione £- (pK = 10,5), la argi- 
nina, caratterizzata dal gruppo guanidinico (pK = 
12,3) e la istidina, caratterizzata dal gruppo imida- 
zolico, debolmente basico (pK = 6,0) (Fig. 3.3). Al 
pH fisiologico (7,0) i residui della lisina e della ar- 
ginina sono completamente protonati, quello della 
istidina lo è parzialmente (10%) ed il suo grado di 
protonazione è sensibile alle variazioni di pH nel- 
l’ambito fisiologico. Questa proprietà dei residui di 
istidina è, come vedremo, molto importante per la 
funzione dell’emoglobina e di molti enzimi. 


Amminoacidi aventi residui polari con carica 
negativa. Sono gli amminoacidi bicarbossilici 
aspartico e glutammico (Fig. 3.4). Poiché i pK dei 
carbossili dei loro residui sono rispettivamente 3,9 
e 4,3, a pH fisiologico questi carbossili sono com- 
pletamente dissociati, donde la più esatta denomi- 
nazione di aspartato e glutammato. 

Le proteine nelle quali il rapporto [XZlys, Zarg]/[ 
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Figura 3.4 Amminoacidi con residui dotati di ca- 
rica negativa 





Zasp+t Zglu] è >I sono basiche, quelle in cui detto 
rapporto è <1 sono acide. 


Per esprimere convenientemente la sequenza de- 
gli amminoacidi in una proteina si usa la simbolo- 
gia a tre lettere o ad una lettera, come riportato nel- 
la Tabella 3.I. 


Amminoacidi proteici postsintetici 


Sulla base del codice genetico conservato nel 
DNA, le varie proteine vengono sintetizzate dagli 
amminoacidi sopra descritti. A sintesi completata 
(fase postsintetica) in alcune proteine i residui di al- 
cuni amminoacidi possono essere modificati, gene» 
rando nell’ambito della proteina nuovi amminoaci» 
di detti posisintetici o derivati. Oltre alla già mene 
zionata cistina, ricordiamo la idrossiprolina e la 
idrossilisina, che si formano per idrossilazione di 
residui di prolina e lisina; l’acido carbossiglutame 
mico, che si forma per carbossilazione di residui di 
acido glutamico; la fosfoserina, la fosfotreonina e la 
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Tabella 3.I 


Abbreviazioni degli amminoacidi. 
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*) Data la sua universalità viene riportata la simbologia in- 
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gura 3.5 Amminoacidi proteici postsintetici 
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fosfotirosina, che si formano per fosforilazione di 
residui di serina, treonina e della tirosina nell’am- 
bito delle fosfoproteine e la trimetillisina, che si 
forma per metilazione di residui di lisina (Fig. 3.5). 

Ovviamente questi amminoacidi postsintetici si 
riscontrano negli idrolisati proteici insieme con i 20 
amminoacidi proteici. 


Amminoacidi non proteici 


Allo stato libero, oppure incorporati in alcuni 
peptidi, esistono in natura amminoacidi che, non ri- 
scontrandosi mai nelle proteine, vengono denomi- 
nati amminoacidi non proteici. Ne ricordiamo alcu- 
ni: la ornitina, V’omologo inferiore della lisina e la 
citrullina, entrambi intermedi del ciclo dell’urea; la 
omocisteina, l’omologo superiore della cisteina, da 
cui deriva la metionina; l’acido Y-amminobutirrico 
(GABA), prodotto di decarbossilazione dell’acido 
glutammico, presente nel sistema nervoso; la }-a/a- 
nina, isomero della a-alanina, componente dell’aci- 
do pantotenico (Fig. 3.6). In alcuni peptidi, specie 
di origine batterica, si riscontrano anche amminoa- 
cidi della serie D. 


Proprietà elettrochimiche degli 
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Figura 3.6 Amminoacidi non proteici 


gruppo acido (carbossilico) e di un gruppo basico 
(amminico), gli amminoacidi allo stato libero, pos- 
sono associare o dissociare protoni, a seconda del 
pH della soluzione. A pH basso (< pK;), cioè in una 
soluzione ricca di protoni, gli amminoacidi sono 
protonati (cationi); a pH elevato (> pK.), cioè in so- 
luzione povera di protoni, sono deprotonati (anio- 
ni). Ciò risulta dall’equilibrio indicato nella Fig. 3.7 
(riferito all’alanina). 


Il pH, in corrispondenza del quale l’ammino 
acido si trova in forma dipolare (anfoione), cioè 
con il gruppo amminico protonato ed il gruppo car- 
bossilico deprotonato (formula intermedia nel pre- 
cedente equilibrio), viene definito punto isoelettri- 
co (pl). Ovviamente in corrispondenza del pl l’am- 
mino acido, possedendo una carica positiva ed una 
negativa (carica netta = 0), è elettricamente neutro. 

Titolando un amminoacido monoammino-mo- 
nocarbossilico (es. alanina) con un acido o con una 
base si ottiene la curva di titolazione rappresentata 
nella Fig. 3.7. Partendo dalla alanina sciolta in ac- 
qua pura — il pH di questa soluzione è circa 6 (pun- 
to isoelettrico) — l’aggiunta di un acido o di un alca- 
li, trasforma la forma isoelettrica della alanina ri- 
spettivamente nella forma cationica, protonata, od 
anionica, deprotonata. Nel corso della titolazione il 
pH non si modifica linearmente, ma secondo due 
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bracci di curva simmetrici a doppio flesso. I punti di 
mezzo di questi, corrispondenti ai due pK. (pK, = 
2,34 e pK, = 9,69), rappresentano 1 valori di pH in 
corrispondenza dei quali le due specie ioniche in 
equilibrio (cationica ed isoelettrica per il pK;; anio- 
nica ed isoelettrica per il pK.) sono equimolecolari. 
Il punto isoelettrico (p1) corrisponde alla semisom- 
ma di pK; e pK;: (2,34 + 9.69)/2 = 6,01. La curva 
di titolazione mette in evidenza come l’amminoaci- 
do esplichi la massima azione tamponante nell’am- 
bito di pH prossimi ai due pK. 


L'equazione di Henderson-Hasselbach: 
pH = pK + logio [R-COO ]/[R-COOH] 


consente di determinare il pK, di un amminoacido 
quando sia noto il pH della soluzione e, nel caso 
specifico, il rapporto [R-COOT]/[R-COOH],. 
Permette altresì di conoscere questo rapporto quan- 
do siano noti pH e pK. Per esempio se pKj = 2 (2 si 
può considerare il valore medio dei pK. dei carbos- 
sili o degli amminoacidi), a pH 7 si ha: 


7=2+log;o [-CO0O07]/[-CO0OH], cioè 5 = log;o [- 
COO77/[-C00OH], quindi: 10° = [-CO007]/[-CO- 
OH]. Pertanto il rapporto di concentrazione fra ione 
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Figura 3.7 Diversi stati di dissociazione degli amminoacidi (alanina) 
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Figura 3.8 Curva di titolazione dell’alanina 
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carbossilato [-COOT] e gruppo carbossilico [-CO- 
OH] è di 100.000/1. 

Analoghe considerazioni si possono fare per il 
pK, relativo al rapporto [-NH3'] e [-NH,;]. 

Va infine annotato che la coesistenza di due grup- 
pi tonizzabili nella stessa molecola, come appunto si 
verifica negli amminoacidi monoammino-monocar- 
bossilici, influenza reciprocamente le proprietà dis- 
\ociative. Per esempio l’acido acetico (acido mono- 
carbossilico analogo alla glicina) ha un pK di 2,4 
unità più elevato di quello della glicina. Questa enor- 
me differenza è dovuta alla influenza elettrostatica 
del gruppo ammonio [NH3,] posseduto dalla glicina, 
che contribuisce significativamente a respingere il 
protone dal -COOH. Opposta influenza ha il gruppo 
cnrbossilato sulla protonazione del —NH, in NH,,, 
elevando considerevolmente il pKo. 

Quando gli amminoacidi sono legati fra loro nel- 
ie catene polipeptidiche i gruppi amminici e carbos- 
«ilici In 0 sono impegnati nei legami carboammidi- 
v ed i soli gruppi ionizzabili sono quelli eventual- 
mente presenti nei residui (R) e quelli degli ammi- 
noacidi N e C terminali. Per la ragione sopra men- 
z\onata 1 pK dei vari gruppi ionizzati dei residui di 
amminoacidi costituenti una proteina sono notevol- 
inente influenzati dai gruppi ionizzati vicini e diffe- 
iscono quindi in misura più o meno rilevante dai 
corrispondenti degli amminoacidi liberi. 


Elettroforesi. Un amminoacido sottoposto ad un 
campo elettrico migra verso il catodo o verso l’ano- 


è do secondo la natura e la quantità delle sue cariche: 


è questo il principio su cui si basa la tecnica di se- 
parazione chiamata e/ettroforesi. Come mostra lo 
schema della Fig. 3.9, partendo da una miscela di 
alanina, aspartato e lisina, e ponendo il pH della so- 
luzione al valore del pI di uno degli amminoacidi — 
6,0 dell’alanina — questo ammino acido ha carica 
elettrica nulla e non migra. Migra verso l’anodo (+) 
l’amminoacido con carica elettrica negativa, l’a- 
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Figura 3.9 Separazione di amminoacidi me- 
diante elettroforesi su carta a pH 6,0. 
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Figura 3.10 Elettroforesi su carta (pH 2,7) di una miscela di amminoacidi acidici (aspartato e glu- 


tammato), neutri (alanina) e basici (lisina) 


spartato, e verso il catodo (—) quello con carica elet- 
trica positiva, la lisina. 

La carica elettrica di un amminoacido e quindi la 
sua mobilità in un campo elettrico (direzione e ve- 
locità della corsa) dipende dunque dal pH del mez- 
zo. Infatti usando, ad esempio, un tampone con pH 
particolarmente basso e comunque inferiore ai pl 
dei vari amminoacidi, non solo la lisina e l’alanina, 
ma anche gli amminoacidi acidi (aspartato e glu- 
tammato) migrano verso il catodo (Fig. 3.10). 

Concludendo, a p7 inferiore al pI gli amminoa- 
cidi migrano al catodo (cationi), a pH superiore di 
pI migrano all’anodo (anioni). 

La elettroforesi degli amminoacidi, come quella 
delle proteine, viene eseguita “immobilizzando” la 
soluzione tampone su adatto supporto (carta da fil- 
tro, striscia di acetato di cellulosa o di gel di polia- 
crilamide) ed immergendo le estremità di detto sup- 
porto in vaschette, contenenti lo stesso tampone, 
nelle quali sono immersi i due elettrodi. Si applica 
un campo elettrico a potenziale molto elevato per 
un certo tempo e, a corsa elettroforetica completata, 
gli amminoacidi vengono visualizzati mediante ap- 
positi reagenti. Fra questi viene largamente usata la 
ninidrina, che reagisce con gli amminoacidi decar- 
bossilandoli e deaminandoli e, complessandosi poi 
con l’ammoniaca liberata, forma un composto color 
blu-viola (giallo con la prolina) suscettibile di de- 
terminazione quantitativa. Altro reagente molto 
sensibile (può svelare nanogrammi di amminoacidi) 
è la fluorescamina, che, reagendo con l’amminoaci- 
do, genera un derivato fluorescente. 


Riconoscimento e determinazione 
degli amminoacidi 


Il riconoscimento degli amminoacidi presenti in 
una miscela, quella ad esempio che si libera per 
idrolisi di una proteina, può essere effettuato me- 
diante cromatografia su carta. La loro determina- 


zione viene invece eseguita mediante cromatografia 
su resine a scambio ionico. 


Cromatografia su carta. È basata sul principio 
di ripartizione, cioè sull’estrazione frazionata di 
una fase acquosa mediante una fase organica apola- 
re. Per la separazione degli amminoacidi si usano 
miscele più o meno complesse di acqua ed alcoli, 
L’acqua, in quanto si associa alle fibre della cellu- 
losa, forma la fase stazionaria, l’alcool la fase mo 
bile, che migra per capillarità sulla carta, trascinan» 
do con sé gli amminoacidi. Quelli più solubili nella 
fase mobile migrano più rapidamente di quelli più 
solubili nella fase acquosa stazionaria. 

In pratica una goccia della miscela degli ammi. 
noacidi viene deposta all’estremità di una striscia di 
carta. Facendo scorrere per capillarità l’adatto sol. 
vente lungo la carta stessa (cromatografia discen- 
dente o ascendente a seconda che 1l solvente venga 
fatto fluire dall’alto o dal basso), 1 singoli amminoa» 
cidi si muovono con velocità diverse rispetto al 
fronte del solvente. Il rapporto fra la distanza della 
macchia di ciascun amminoacido dal punto di ap 
plicazione e la distanza percorsa dal solvente (fron: 
te del solvente) è detta Rf. In condizioni strettamen» 
te controllate i valori Rf costituiscono una costante 
che consente l’identificazione dell’amminoacido. 

L’identificazione dell’amminoacido è corretta» 
mente effettuata comparando la sua corsa migrato» 
ria a quella di amminoacidi noti (standard) sottopo» 
sti a cromatografia in parallelo (Fig. 3.11). 

A corsa cromatografica conclusa, la localizza: 
zione dei vari amminoacidi viene evidenziati 
spruzzando la carta con una soluzione di ninidrina, 
Questa, reagendo con gli amminoacidi, forma delle 
macchie blu-viola corrispondenti alle posizioni di 
essi occupate (Fig. 3.11). Questo procedimento è 
detto cromatografia monodimensionale. 

Migliore risoluzione si può ottenere mediante 
cromatografia bidimensionale. Fatto scorrere uni 
primo solvente lungo una direzione, si fa scorrere 
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Figura 3.11 Separazione cromatografica su carta di una miscela di amminoacidi 


\) Cromatografia monodimensionale; 
i) Cromatografia bidimensionale. 


in secondo solvente lungo la direzione ortogonale. 
Si ottiene così la distribuzione degli amminoacidi 
iu tutto il foglio, anziché lungo una sola direzione 
(Fig. 3.11). 

Cromatografia su resine a scambio ionico. Le 
resine a scambio ionico sono dei polimeri insolubi- 
ll sui quali sono presenti gruppi ionici positivi (es. 

NH‘) o negativi (es. -SO). Le resine sono col- 
locate su appositi supporti, per esempio colonnine, 
attraverso le quali si fa fluire una soluzione (tampo- 
ne) di pH voluto. Gli scambiatori cationici portati 


SO3 
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dalla resina possono salificare le funzioni aminiche 
basiche degli amminoacidi contenuti nella soluzio- 
ne, trattenendoli elettrostaticamente (Fig. 3.12). 
Questa fissazione si effettua a un pH acido (< ai 
pI di tutti gli amminoacidi presenti) al quale tutti 1 
gruppi aminici sono ionizzati. La successiva elui- 
zione selettiva degli amminoacidi, cioè la loro libe- 
razione dalla resina, si effettua usando soluzioni 


» tampone a pH crescente. A causa della progressiva 


deprotonazione gli amminoacidi, prima quelli aci- 
dici, poi quelli neutri ed infine quelli basici vengo- 
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figura 3.12 Meccanismo dello scambio ionico durante il passaggio di un amminoacido lungo una 


colonna di resina cationica 
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Figura 3.13 Profilo degli amminoacidi del siero ematico di soggetto normale e di un paziente af- 


fetto da fenilchetonuria 





La separazione è stata effettuata con tecnica HPLC. (Resa cortesemente disponibile dalla Prof. E. Riva). 


no rilasciati dalla resina, in scambio con i cationi 
inorganici del tampone (per esempio Na*), ed eluiti 
separatamente. Le frazioni effluenti dalla colonna 
vengono raccolte in un collettore di frazioni ed ana- 
lizzate dopo reazione con ninidrina. Sono disponi- 
bili apparecchi (“amino acid analyzer”), che com- 
piono questo processo analitico automaticamente. 


Cromatografia liquida ad alta pressione 
(HPLC = High performance liquid chromato- 
graphy). Un ulteriore progresso nella separazione 
degli amminoacidi è rappresentato dalla HPLC che 
sfrutta le differenze idrofobiche fra residui degli 
amminoacidi e non quelle di carica elettrica. 
Vengono impiegate colonne di acciaio inossidabile 
riempite di fini particelle di resina insolubile rive- 
stite da gruppi alchilici idrofobici. La miscela di 
amminoacidi sciolta in solvente acquoso-organico 
viene sospinta lungo la colonna da una pressione 
idrostatica molto elevata. Durante il tragitto le inte- 
razioni idrofobiche fra residui di amminoacidi e 


gruppi alchilici della resina inducono una separa- 
zione degli amminoacidi, che effluiscono separata- 
mente dalla colonna. Il loro riconoscimento nell’ef- 
fluente viene effettuato con reagenti cromogenici 0 
fluorogenici, e la loro identificazione comparando i 
tempi della loro eluizione con quelli di amminoaci- 
di noti (standard). Un esempio di separazione degli 
amminoacidi contenuti nel siero ematico umano è 
presentato nella Figura 3.13. 


Gli amminoacidi in diagnostica 


Gli amminoacidi sono contenuti nel sangue € 
nelle urine di soggetti normali in quantità molto pic- 
cole, particolarmente nelle urine. Una elevata con- 
centrazione di amminoacidi nel sangue e soprattutto 
nelle urine (amminoaciduria) è indice di malattie ge- 
netiche, delle quali si parlerà con maggior dettaglio 
nel Cap. 13: amminoacidopatie con amminoacidu- 
ria. Anticipiamo qui alcune amminoacidurie: 


1. la fenilchetonuria, caratterizzata dalla presen- 
za di fenilalanina e dei suoi metaboliti, fenilpiruva- 
to e fenilacetato, nelle urine, e dall’aumento del con- 
tenuto serico di fenilalanina, espressione di deficit 
congenito della fenilalanina idrossilasi, l'enzima 
che catalizza la idrossilazione della fenilalanina in 
tirosina (si veda il profilo amminoacidico sierico di 
un soggetto affetto da fenilchetonuria nella Fig. 
3.12). 

2. la cistinuria, causata dal difetto congenito del 
trasporto della cistina e degli amminoacidi basici (li- 
sina ed arginina) attraverso le membrane cellulari. 
(‘onseguentemente questi amminoacidi si ritrovano 
in quantità notevoli nelle urine, nelle quali, per la sua 
pressoché completa insolubilità in acqua, la cistina 
precipita provocando calcoli renali ed ureterali. 

3. 1l morbo di Hartnup, dovuto a scarso assorbi- 
mento intestinale e riassorbimento renale degli am- 
minoacidi neutri (monocammino-monocarbossilici), 
si manifesta con una loro elevata concentrazione 
nelle urine. La sintomatologia clinica è dominata 
dalla deficienza di triptofano (amminoacido essen- 
ziale) con dermatite pellagrosa ed atassia cerebella- 
re, causata quest’ultima dalla tossicità dell’indolo 
che si forma per azione batterica sul triptofano nel 
lume intestinale. 

4. la sindrome di Fanconi, caratterizzata da ammi- 
noaciduria generalizzata, glicosuria ed ipofosfatemia. 


| PEPTIDI 


Legame carboammidico. Gli amminoacidi pos- 
sono legarsi fra loro per formare strutture più com- 
plesse: 1 peptidi e le proteine. Il legame che conca- 
iena gli amminoacidi in queste strutture si forma 
per eliminazione di una molecola di acqua fra il 
gruppo carbossilico di un amminoacido ed il grup- 
po aminico di un altro: 


CH3 0 H_H 
I “Papi I | | // 
TETTE _0H + 4 e 
H H 
alanina glicina 
HO 
Chit a i Ga 
| Ù De, Î | 
estati ui SORTI 
CHi__H! H 


alanil-glicina 
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Il legame è denominato peptidico o, a significa- 
re la sua natura di ammide sostituita, carboammidi- 
co. Il dipeptide che si forma fra due amminoacidi 
(alanil-glicina nell’esempio), possedendo un grup- 
po aminico ed un gruppo carbossilico liberi, può 
analogamente legarsi con altri amminoacidi per for- 
mare successivamente un tripeptide, un tetrapeptide 
ecc. ed infine una catena polipeptidica. 

Il legame carboammidico è stabile e non consen- 
te alcuna libertà di rotazione ai gruppi atomici 
(CO-NH) che collega; questi inoltre giacciono su 
un medesimo piano: struttura planare. La rigidità 
del legame carboammidico è conseguenza dell’ele- 
vato grado di risonanza (a), che gli conferisce un 
carattere intermedio fra legame semplice e doppio 
legame (b): 


o- 
re lai II / 
| | Pt x 

H H 


La lunghezza del legame carboammidico è di 
1,32 À, valore intermedio tra quello di un tipico le- 
game semplice (1,49 À) e di un tipico doppio lega- 
me (1,27 À). Ai legami adiacenti è invece consenti- 
ta un’ampia libertà di rotazione per cui, nonostante 
la rigidità del legame carboammidico, le catene po- 
lipeptidiche possono assumere le conformazioni 
steriche caratteristiche delle strutture secondarie e 
terziarie delle proteine (Fig. 3.14). 


Oligopeptidi e polipeptidi 


Per convenzione, una catena peptidica inizia con 
l’amminoacido N-terminale, avente cioè il gruppo 
—NH, libero, e termina con l’amminoacido C-ter- 
minale, avente il gruppo carbossilico libero. Si con- 
traddistinguono con il suffisso -i/ tutti gli amminoa- 
cidi il cui gruppo carbossilico è impegnato nel lega- 
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Figura 3.14 Rappresentazione di un legame 
carboammidico per evidenziare la sua planarie- 
tà e la mobilità rotatoria degli adiacenti legami 
del carbonio 
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me carboammidico; a quello C-terminale si dà il 
nome dell’amminoacido corrispondente: 


COO” 


CHa _CH3 
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Ogni amminoacido inserito in una sequenza 
peptidica viene designato come “residuo di ammi- 
noacido” o semplicemente “residuo” ad indicare ciò 
che rimane dopo la perdita di acqua nella formazio- 
ne del legame carboammidico. Con il termine “resi- 
duo” si fa quindi riferimento agli atomi che contri- 
buiscono alla composizione della catena peptidica 
(vedi, ad esempio, i vari residui nella precedente 
formula). Come appunto mostra la stessa formula, il 
legame carboammidico ha conformazione trans fra 
O ed H legati al legame stesso. Conseguentemente 
I vari residui si succedono in posizione trans fra lo- 
ro. In tal modo i residui laterali non si respingono 
fra loro per ingombro reciproco. 

Nelle catene polipeptidiche naturali proteiche, 
costituite da pochi (centinaia) o molti (parecchie 
migliaia) amminoacidi, questi hanno una sequenza 
geneticamente definita. La più lunga catena poli- 
peptidica fin quì individuata è quella costituente la 
titina, una proteina fibrosa muscolare che si esten- 
de per metà della lunghezza di un sarcomero. 

Ovviamente l’individualità di un polipeptide, o 
di una catena polipeptidica, non dipende solo dalla 
sua composizione in amminoacidi, ma anche dalla 
loro sequenza. Se un dipeptide offre la possibilità di 
due isomeri: glicil-alanina e alanil-glicina (1 x 2), 
un tripeptide offre 6 (1 x 2 x 3) possibilità di isome- 
ria di sequenza, un tetrapeptide 24 (1x 2x3x4)e 
così via. Si usa denominare o/igopeptide il peptide 
costituito da non più di 10 residui, po/ipeptide da 
più di 10 residui. La demarcazione fra grossi poli- 
peptidi e piccole proteine non è netta. Appros- 
simativamente la molecola proteica è costituita da 
almeno 100 amminoacidi. 

Peptidi e proteine, in virtù della presenza di le- 
gami carboammidici, in soluzione, sono caratteriz- 
zati dalla positività della reazione del biureto, che 
consiste nella comparsa di una colorazione violacea 
per aggiunta di idrossido rameico alla soluzione 
stessa. La denominazione deriva dal biureto, il 
composto più semplice contenente due legami car- 
boammidici e derivante da due molecole di urea per 
eliminazione di una molecola di NH;: 


i i 
HoN-C_-NHs Fr HoN-C_-NHs 


urea urea 


NH 3 


i 
HoN—C—NH—C—NHy 


biureto 
Peptidi naturali 


Si considerano peptidi naturali quelli che sono 
sintetizzati come tali nelle cellule, ma non quelli 
che derivano per idrolisi parziale delle proteine. 
Sono strutturalmente molto eterogenei non solo per 
le dimensioni della molecola, ma anche per il tipo 
della catena, che può essere rettilinea, ciclica, rami- 
ficata. A titolo esemplificativo descriviamo breve- 
mente il g/u/afione, esempio di peptide lineare e la 
gramicidina S, esempio di peptide ciclico. 


Glutatione (GSH). È un tripeptide costituito da 
acido glutamico, cisteina e glicina (Y-glutammil-ci- 
steinil-glicina): 
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glutatione 


Nel glutatione, e solo in esso, il residuo dell’aci- 
do glutammico partecipa al legame carboammidico 
con il carbossile y, donde il prefisso y. In tutte le 
proteine e negli altri peptidi il carbossile dell’acido 
glutammico, impegnato nel legame carboammidi- 
co, è sempre quello in a. Il glutatione, caratterizza- 
to allo stato ridotto da un gruppo tiolico, può essere 
reversibilmente ossidato: 


R6-SH £®G_S_Ss-6 
glutatione glutatione 
ridotto ossidato 


Il glutatione ossidato presenta un ponte disolfu- 
ro appartenente al residuo di cisteina. Per la elevata 
capacità di ossidarsi e ridursi, il glutatione funge 
nelle cellule da tampone sulfidrilico, proteggendo 1 
gruppi tiolici delle proteine ed altri composti ossi- 
dabili dall’azione deleteria dei perossidi e dei radi- 
cali liberi dell’ossigeno. Per questo il glutatione è 
essenziale nel preservare l’integrità dei globuli ros- 
si e del cristallino dell’occhio, che ne sono partico- 
larmente ricchi. Il cristallino, quando il contenuto in 
glutatione ridotto si abbassa, va incontro ad opaca- 
mento (cataratta). 


Le gramicidine. Sono tipici antibiotici polipep- 
tidici. La gramicidina S, appartenente a questo 
gruppo, è un polipeptide ciclico di origine batteri- 
ca contenente anche amminoacidi della serie D: 


L-Leu-D-Phe—L-Pro—L-Val—L-Orn 
L-Ormr—L-Val—L-Pro — D-Phe —L-Leu 


gramidicina S Orn = ornitina 

In questo, come in altri polipeptidi ciclici, non 
esiste né un amminoacido N-terminale, né C-termi- 
nale, l’uno e l’altro essendo impegnati nel legame 
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carboammidico che salda fra loro le estremità della 
catena polipeptidica. Le gramicidine, come altri an- 
tibiotici ciclici, agiscono alterando la permeabilità 
ionica delle membrane batteriche. Proprio per la lo- 
ro struttura ciclica sono infatti capaci di formare 
nelle membrane dei pori attraverso i quali alcuni 10- 
ni, altrimenti impediti di permeare, possono facil- 
mente diffondere. Viene così alterato il gradiente 
ionico con conseguenze deleterie per la bioenerge- 
tica della cellula batterica. 

Di alcuni peptidi naturali, fra i moltissimi esi- 
stenti in natura, si parlerà oltre, in particolare nel 
capitolo sugli ormoni, che comprende un ampio 
gruppo di ormoni peptidici anche ciclici. 
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INTRODUZIONE ; 


In tutti gli organismi viventi le proteine costituiscono la classe di molecole più ab- 
bondanti: nelle cellule animali più del 50% del peso secco è rappresentato dalle pro- 
teine. Le proteine sono costituite dai 20 amminoacidi proteici già descritti, ciascuno 
dei quali si ripete un numero più o meno elevato di volte. Ogni proteina si differenzia 
dalle altre per la proporzione relativa degli amminoacidi nelle catene polipeptidiche, 
per il numero delle catene polipeptidiche costituenti, per la sequenza degli amminoa- 
cidi nelle catene, oltre che per il peso molecolare, che può variare fra poche migliaia 
e diversi milioni di dalton. 

In base alla composizione le proteine si distinguono in semplici, costituite da soli 
amminoacidi e complesse, contenenti oltre agli amminoacidi molecole diverse quali 
eme, lipidi, glucidi ecc. 

Dal punto di vista s/yutturale le proteine si distinguono in fibrose (collagene, acti- 
na, miosina, ecc.) e e/obulari (la più gran parte). Dal punto di vista funzionale le pro- 
teine sono assai versatili, come risulta dalla seguente elencazione. 

1) Catalisi enzimatica. Tutti gli enzimi (tranne rare eccezioni) sono proteine più o 
meno complesse. 

2) Trasporto. Numerose sostanze sono trasportate da un tessuto all’altro, o, nel- 
l’ambito del tessuto stesso, da una cellula all’altra, o, nell’ambito di una singola cel- 
lula da un compartimento subcellulare all’altro, da proteine adibite più o meno speci- 
ficamente al loro trasporto. Nel sangue l’O, è trasportato dalla emoglobina, i triglice- 
ridi ed altre classi di lipidi dalle /ipoproteine ematiche, gli acidi grassi dalla a/bumina. 
Proteine specifiche di membrana (carriers) sono adibite al trasporto di varie sostanze 
inorganiche ed organiche attraverso le membrane cellulari ed intracellulari. 

3) Deposito. Alcune proteine hanno funzione di deposito specifico o aspecifico. Ad 
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esempio la ferritina è adibita al deposito del ferro, 
la caseina costituisce una riserva di amminoacidi 
nel latte. 

4) Protezione. Gli anticorpi, cioè gli agenti re- 
sponsabili della difesa dell’organismo (risposta im- 
munitaria) contro batteri, virus ecc., sono proteine. 
Di natura proteica è anche il fibrinogeno, principa- 
le responsabile della coagulazione del sangue, che 
protegge l’organismo dalla perdita di sangue in ca- 
so di rottura dei vasi sanguigni. 

5) Contrazione. Le proteine contrattili del mu- 
scolo (miosina, actina, ecc.) sono proteine fibrose, 
che vanno incontro ad accorciamento e allunga- 
mento durante il ciclo di contrazione e rilassamen- 
to delle fibre muscolari. 

6) Regolazione ormonale. Numerosi ormoni, 
quali insulina, glucagone, paratormone ecc. sono 
di natura proteica. 

7) Funzione strutturale. Collagene ed elastina, i 
tipici componenti del tessuto connettivo, sono pro- 
teine. 

8) Regolazione genica. I fattori che controllano i 
processi di trascrizione e traduzione (repressori, in- 
duttori, istoni, proteine ribosomali ecc.) sono pro- 
teine. 


9) Recezione e trasduzione di segnali. Segnali o ® 


stimoli esterni sono recepiti da specifici recettori di 
natura proteica e trasdotti in risposte interne pure da 
proteine. 


PROPRIETÀ PRINCIPALI DELLE 
PROTEINE 


Solubilità e precipitabilità 


La solubilità delle proteine in acqua dipende dal 
rapporto fra i gruppi polari e non polari dei residui 
degli amminoacidi costituenti: più tale rapporto è in 
favore di residui polari, più la solubilità in acqua è 
elevata. Di regola in soluzione acquosa le proteine 
espongono in superficie i residui idrofilici, infos- 
sando nell’interno della molecola i residui idrofobi- 
ci, che restano così sottratti al contatto con l’acqua. 
In genere le proteine globulari sono solubili, o rela- 
tivamente solubili, in acqua; quelle fibrose sono in- 
solubili o scarsamente solubili e le scleroproteine 
sono decisamente insolubili. 

a) Azione dei sali inorganici. La solubilità di al- 
cune proteine in acqua è notevolmente influenzata 
dal pH e dalla presenza di elettroliti. I sali neutri, 
specie di cationi bivalenti (es. MgC1,), hanno la 
proprietà di modificare sostanzialmente la solubili- 
tà delle proteine. In genere basse concentrazioni di 


un sale incrementano la solubilità delle proteine: 
‘“salting in”. Tale effetto è attribuibile alla intera 
zione degli ioni salini con i gruppi ionici delle mo» 
lecole proteiche, che attenua la interazione protei- 
na-proteina. L’effetto “sa/ting in” sulle proteine 
plasmatiche da parte dei sali inorganici contenuti 
nel sangue spiega come la eliminazione di questi 
mediante dialisi induca la precipitazione di alcune 
proteine plasmatiche. 

Una elevata concentrazione salina fa invece di» 
minuire, fino alla precipitazione, la solubilità delle 
proteine in acqua. Tale effetto, chiamato ‘“salting 
out”, viene attribuito alla rimozione da parte del sa- 
le dell’acqua di idratazione dalle molecole protei- 
che. Le proteine che precipitano per azione dei sali 
possono essere risolubilizzate per allontanamento 
dei sali mediante dialisi. L'effetto “salting out” è al- 
la base di uno dei procedimenti più seguiti per la 
precipitazione frazionata delle proteine da una me- 
scolanza. Per la sua elevata solubilità in acqua si 
usa a tale scopo il solfato di ammonio (NHy),SO; 
Se ne aumenta progressivamente la concentrazione 
fino a raggiungere la saturazione. Viene per prima 
precipitata la frazione proteica meno solubile e per 
ultima quella più solubile. 

b) Azione dei solventi apolari. Analoga precipi- 
tazione frazionata è indotta da solventi organici 
neutri miscibili con l’acqua, per esempio etanolo 0 
acetone. La diminuzione della costante dielettrica 
del mezzo da essi indotta comporta un indeboli- 
mento delle forze repulsive intermolecolari e facili. 
ta l'aggregazione e quindi la precipitazione delle 
molecole proteiche. 

c) pH. Anche il pH ha notevole influenza sulla 
solubilità delle proteine. La solubilità minima di 
una proteina viene raggiunta al pH corrispondente 
al punto isoelettrico (pl), cioè al pH in corrispon- 
denza del quale la molecola proteica possiede cari- 
ca elettrica nulla. In tale condizione le repulsioni in- 
termolecolari diventano minime e le molecole si ag- 
gregano e precipitano: precipitazione isoelettrica. 
Poiché, in genere, ogni proteina ha un pl diverso 
dalle altre, è possibile ottenere una buona separa: 
zione di proteine aggiustando successivamente il 
pH a vari valori. Anche la precipitazione isoelettri» 
ca, come la salatura, non denatura le proteine. 

d) Precipitazione per denaturazione. Quando in- 
teressa eliminare le proteine da una soluzione ac- 
quosa (es. dal siero di sangue per la determinazione 
di metaboliti in esso contenuti), si ricorre alla loro 
precipitazione completa ed irreversibile mediante 
denaturanti acidi, quali acido tricloroacetico, per- 
clorico o fosfotungstico, o mediante ioni di metalli 
pesanti in ambiente alcalino (sali di mercurio, ar- 
gento ecc.). In entrambi i casi le proteine vengono 


irreversibilmente denaturate e precipitate e non so- 
no più recuperabili. 


Proprietà elettrochimiche 


Punto isoelettrico. Le proteine sono dotate di un 
numero variabile di cariche elettriche (positive e 
negative), localizzate in corrispondenza dei residui 
ionizzabili degli amminoacidi componenti e dei 
gruppi amminici e carbossilici terminali delle cate- 
ne polipeptidiche costituenti. Il numero e la natura 
di queste cariche dipende dal pH del mezzo. Si de- 
finisce punto isoelettrico (pI) di una proteina il pH 
in corrispondenza del quale la somma delle cariche 
positive è uguale a quella delle cariche negative 
(carica netta 0). In corrispondenza del pI le proprie- 
tà dipendenti dallo stato di ionizzazione (solubilità 
in acqua, conduttività elettrica ecc.) sono minime. 
In soluzione a pH inferiore al pI le proteine hanno 
carica netta positiva (cationi), a pH superiore al pI 
hanno carica netta negativa (anioni). Ovviamente le 
proteine ricche di amminoacidi basici hanno un pl 
elevato (es. il citocromo c ha un pl di 10,6), quelle 
rieche di amminoacidi acidici hanno un pI basso 
(es. la pepsina ha un pl di 1,5). La maggior parte 
delle proteine ha il pI compreso fra 4,5 e 6,5, cioè 
considerevolmente inferiore al pH del sangue (7,4) 
e dei liquidi biologici. Ciò implica che queste pro- 
teine sono presenti nell’organismo in forma anioni- 


ca e cioè come proteinati di sodio, potassio ecc. In è 


quanto sali formati da un acido debole (proteinato) 
e una base forte (Na*, K* ecc.) le proteine esplica- 
no azione tampone. 

In ambiente fisiologico (pH 7) i soli residui am- 
minoacidici (R) delle proteine atti a cedere 0 ad ac- 
cettare protoni sono quelli dell’istidina ed i gruppi 
o-amminici N terminali. Dati i pochi gruppi ammi- 
nici -terminali, è quindi ai residui di istidina che si 
deve attribuire l’azione tampone delle proteine nel- 
la regione fisiologica di pH. 

Elettroforesi. Il carattere anionico o cationico 
delle proteine in funzione del pH viene utilizzato 
nel processo di elettroforesi, basato sulla migrazio- 
ne delle proteine verso l’anodo od il catodo quando 
siano sottoposte ad un campo elettrico. Le proteine 
il cui pI è superiore al pH del mezzo, dotate di ca- 
rica netta positiva, migrano al catodo; quelle il cui 
pI è inferiore al pH del mezzo, dotate di carica net- 
ta negativa, migrano all’anodo; quelle aventi un pI 
uguale al pH del mezzo restano immobili. La velo- 
cità di migrazione (V) di una proteina è proporzio- 
nale alla forza del campo elettrico applicato (E), al- 
le cariche elettriche della proteina (Z) ed è inversa- 
mente proporzionale alla resistenza frizionale (f) 
che si oppone alla migrazione: 
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Ad un determinato pH proteine diverse, in quan- 
to dotate di carica elettrica e di massa differenti, mi- 
grano in modo differenziato, separandosi. 

Per la maggior semplicità di esecuzione e per la 
più elevata capacità risolutiva, alla elettroforesi in 
fase libera, originariamente introdotta da Tiselius, 
viene preferita /a elettroforesi zonale su supporto. 
Tale supporto, che deve essere poroso, idratabile ed 
inerte, incapace cioè di reagire con le proteine, è co- 
stituito da semplice carta da filtro, o da acetato di 
cellulosa, oppure da gel di varia natura (es. gel di 
poliacrilamide). Il termine zonale si riferisce al fat- 
to che a migrazione avvenuta, le proteine risultano 
separate secondo zone distinte. 


Elettroforesi su gel di poliacrilammide. La di- 
sposizione a reticolo delle fibre di questi gels forma 
delle maglie, le cui dimensioni possono essere op- 
portunamente calibrate, variando le condizioni di 
polimerizzazione dell’acrilammide. Molecole con 
diametro inferiore ai pori del gel migrano trainate 
dal campo elettrico, quelle con diametro superiore 
rimangono immobilizzate. L’elettroforesi su gel 
viene infatti impiegata per separare le proteine non 
sulla base delle loro cariche elettriche, ma delle di- 
mensioni molecolari: l’effetto filtrante del gel pre- 
valendo sull’effetto e/ettroforetico. 

Da questo punto di vista risultati migliori sl ot- 
tengono sciogliendo la miscela delle proteine da se- 
parare in Sodio Dodecil Solfato (SDS), un detergen- 
te anionico capace di rompere i legami non cova- 
lenti responsabili delle aggregazioni sovraprimarie 
e nel contempo di obliterare con le proprie cariche 
negative le cariche proprie delle proteine in esame. 
In tal modo tutte le proteine risultano cariche nega- 
tivamente con una intensità di carica grosso modo 
proporzionale alla massa della proteina. Sottoposte 
ad un campo elettrico le proteine così trattate mi- 
grano tutte all’anodo (+) con velocità inversamente 
proporzionale alla loro massa. Le proteine che in tal 
modo si separano vengono evidenziate mediante 
colorazicne con blu di Coomassie e si presentano 
come una successione di bande corrispondenti a pe- 
si molecolari inversamente proporzionali alla di- 
stanza percorsa. 


Focalizzazione isoelettrica. La mobilità elettro- 
foretica di una proteina a pH uguale al pI è nulla. 
Sottoponendo una miscela di proteine ad elettrofo- 
resi in un gel dotato di gradiente di pH ogni protei- 
na migrerà fino a raggiungere la zona di pH uguale 
al suo pl. 
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Peso molecolare 


Le proteine hanno peso molecolare (PM) elevato 
e notevolmente variabile: dai 13.000 dalton (1 dal- 
ton è il peso di un atomo di idrogeno) del citocromo 
c ai 2.800.000 dalton dell’emocianina di Octopus. 
Dividendo per 110 il peso molecolare di una protei- 
na si può desumere in via approssimata il numero di 
residui degli amminoacidi costituenti. 110 rappre- 
senta infatti il peso medio degli amminoacidi che 
entrano nella costituzione delle proteine piu comuni, 
diminuito del peso della molecola di acqua che vie- 
ne eliminata nella formazione del legame carboami- 
dico. La conoscenza del PM di una proteina costitui- 
sce uno degli elementi fondamentali per la sua carat- 
terizzazione e per la comprensione delle relazioni 
fra la sua struttura e funzione. La determinazione del 
PM può essere eseguita con metodi diversi, di alcu- 
ni dei quali viene dato qui breve cenno. 


Ultracentrifugazione. Le molecole proteiche 
hanno una massa sufficientemente elevata da poter 
sedimentare quando una loro soluzione venga sotto- 
posta ad una forza gravitazionale elevata. Le ultra- 


centrifughe analitiche, utilizzate a tale scopo, SONO , 
capaci di elevate velocità di rotazione tali da svilup- 


pare campi gravitazionali (“’) da 300.000 a 
500.000 volte superiori a quello della gravitazione 
terrestre. La velocità di sedimentazione di una pro- 
teina è grosso modo proporzionale al suo PM. 
Cromatografia di “esclusione molecolare”, Si 
tratta di un’applicazione particolare della così detta 
‘filtrazione su gel”. Il gel è costituito da piccole sfe- 
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Figura 4.2 Filtrazione su Sephadex 








Figura 4.1 Separazione di due proteine aventi 
dimensioni molecolari diverse mediante il me- 
todo della “esclusione molecolare” (filtrazione 
su Sephadex) 

A = Globulo di Sephadex; o = proteina di piccole di- 
mensioni (permeabile); O = proteina di grandi dimensio- 
ni (esclusa). 


rule di un polisaccaride, generalmente destrano, che 
hanno la proprietà di lasciarsi permeare dalle mole- 
cole aventi un diametro, e quindi un PM, inferiore 
ad un certo valore e di escludere quelle aventi un 
diametro superiore (Fig. 4.1). 

Quando una soluzione contenente proteine di 
vario PM e quindi di vario diametro, viene fatta per- 
colare lungo una colonna cromatografica riempita 
con uno di questi gel (es. Sephadex), le molecole 
proteiche più grandi, non trattenute nelle sferule, 
percolano più rapidamente ed effluiscono prima di 
quelle più piccole che vengono trattenute nelle sfe- 
rule (Fig. 4.2). Sono disponibili Sephadex a vario 
grado di porosità, capaci di separare composti di 
PM variabile fra 4.000 e 200.000. Calibrando que- 
sti gel con proteine a PM noto e comparandole con 
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(a) Una mescolanza di due diverse proteine viene deposta sulla colonna di Sephadex. (b) Durante la percolazione le 
molecole più piccole penetrano nei granuli di gel, quelle più grandi passano fra i granuli. (c) Le molecole più grandi 
effluiscono dalla colonna immediatamente dopo il fronte del solvente; quelle più piccole vengono trattenute ed esco- 


no successivamente. 


la proteina in esame, si arriva con buona approssi- 
mazione alla determinazione del PM. 


Isolamento e criteri di purezza di 
una proteina 


I procedimenti precedentemente descritti (elet- 
troforesi, ultracentrifugazione, cromatografia) sono 
comunemente impiegati per isolare una proteina da 
un sistema più o meno complesso ed anche per sta- 
bilire il suo grado di purezza. Una proteina viene 
giudicata pura se forma un unico picco nell’ultra- 
centrifugazione, o un’unica banda (zona) dopo cor- 
sa elettroforetica, oppure se viene eluita in un’unica 
frazione dalla colonna cromatografica. 

Criteri ancora più specifici per la purezza di una 
proteina sono offerti dalla cromatografia di affinità 
e dai test immunologici. La prima costituisce altre- 
sì un metodo ad elevata selettività per separare una 
determinata proteina da una miscela. 


Cromatografia di affinità. La cromatografia di 
affinità è applicabile a proteine capaci di legarsi 
specificamente con un “/igeando”. Questo ligando, 
che può essere il substrato, o il prodotto di reazio- 
ne, o anche il coenzima di una proteina enzimatica, 
oppure un suo inibitore competitivo, l’antigene per 
un anticorpo, un composto capace di legarsi ad un 


recettore proteico di membrana e così via, viene |, 


‘immobilizzato’ mediante legami covalenti su una 
matrice insolubile (agarosio, destrano, poliacrilam- 
mide ecc.). Con esso si riempie una colonna croma- 
tografica lungo la quale si fa percolare la soluzione 
contenente la proteina che si vuole isolare o purifi- 
care. Solo questa proteina, in quanto la sola capace 
di legarsi specificamente al “ligando” specifico, ri- 
mane fissata sulla colonna, le altre fluiscono libera- 
mente con il solvente (Fig. 4.3). 

Successivamente la proteina adsorbita viene 
staccata mediante un eluente capace di promuovere 
la sua dissociazione dal ligando. Generalmente tale 
eluente è composto da una soluzione concentrata 
della forma solubile dello stesso ligando immobiliz- 
zato, capace quindi di spiazzare per competizione la 
proteina trattenuta. 


Immunoelettroforesi. Un anticorpo prodotto 
contro una determinata proteina antigene reagisce 
specificamente con questa proteina formando un 
complesso antigene-anticorpo. Gli anticorpi sono 
sensibili a differenze della struttura dell’antigene 
proteico, che i metodi chimico fisici non sono in 
grado di discriminare. Sono cioè in grado di ricono- 
«cere in modo assolutamente specifico la corrispon- 
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Figura 4.3 Cromatografia di affinità 


Solo la proteina capace di riconoscere il ligando immobi- 


lizzato viene trattenuta, le altre effluiscono con il solvente. 


dente proteina antigene. Ad esempio, gli anticorpi 
prodotti dal coniglio contro l’albumina serica di bo- 
vino reagiscono molto debolmente, o non reagisco- 
no affatto, con albumina di altri mammiferi. Questa 
specificità pressoché assoluta, rende gli anticorpi 
strumenti adatti ad identificare quantità anche mini- 
me di una proteina, o a stabilire la omogeneità di 
una sua preparazione. 

Questa proprietà immunologica viene vantag- 
giosamente combinata con il procedimento elettro- 
foretico nel metodo della immuno-elettroforesi. Si 


“ sottopone la mescolanza di proteine da analizzare 


ad elettroforesi zonale su gel. A separazione ottenu- 
ta si lascia diffondere in senso ortogonale alla corsa 
elettroforetica un siero contenente gli anticorpi spe- 
cifici. Dove gli anticorpi incontrano la proteina an- 
tigenica, compare una zona di precipitazione ad ar- 
co, formata dal complesso antigene-anticorpo, che 
rivela la presenza della proteina specifica (Fig. 4.4). 

Le proteine possono essere determinate, anche 
in quantità minime, mediante l’uso degli anticorpi 
monoclonali utilizzando varie tecniche quali 
l’ELISA (“Enzyme-linked immunoadsorbent as- 
say”) o il Western blotting. La marcatura di una pro- 
teina, o di un antigene in genere, mediante anticor- 
pi resi fluorescenti ne consente la localizzazione, in 
un tessuto od in una cellula, mediante microscopia 
a fluorescenza o immunoelettronica. 


Idrolisi delle proteine 


L’idrolisi delle proteine, cioè la loro completa ri- 
soluzione negli amminoacidi costituenti, implica la 
rottura idrolitica di tutti i legami carboammidici che 
legano fra loro gli amminoacidi costituenti. 

Idrolisi chimica. Può essere effettuata con acidi 
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corsa elettroforetica 





Figura 4.4 Immunoelettroforesi 


siero immune 


D = Deposito della miscela proteica su lastra di gel (agarosio). Il siero immune, che contiene gli anticorpi specifici di 
tre delle proteine separate elettroforeticamente, è stato preparato iniettando in un coniglio le proteine antigeni corri- 
spondenti. || siero immune viene deposto sulla lastra secondo una striscia perpendicolare alla corsa elettroforetica. 


o con alcali. Per la idrolisi acida si impiega un aci- 
do forte e concentrato (es. HCI 6 N) a temperatura 
di 110°-115°C (in fiala sigillata, anche per evitare la 
degradazione degli amminoacidi ossidabili dall’os- 
sigeno) per un periodo di 18-24 ore. La necessità di 
questo trattamento piuttosto drastico riflette la note- 
vole stabilità dei legami carboammidici. L’idrolisi 
acida distrugge il triptofano, la cistina e gran parte 
della cisteina e trasforma i residui di asparagina, 
glutammina, eventualmente presenti, in residui di 
acido aspartico e glutammico rispettivamente. 
L’idrolisi alcalina (es. NaOH 2 N) consente il ricu- 
pero del triptofano, ma comporta la distruzione di 
altri amminoacidi. 


Idrolisi enzimatica. Alcuni enzimi proteolitici di 
origine batterica (es. la subtilisina, prodotta dal 
Bacillus subtilis o la pronasi ottenuta dallo Strepto- 
myces griseus) sono capaci di idrolizzare aspecifi- 
camente (a differenza dei comuni enzimi proteoliti- 
ci, che esibiscono specificità per determinati legami 
carboammidici) qualsiasi legame carboammidico e 
quindi di idrolizzare completamente le proteine ne- 
gli amminoacidi costituenti. 


ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE 
DELLE PROTEINE 


Tutte le proteine sono caratterizzate da una 
struttura primaria, da una struttura conformaziona- 
le (struttura secondaria e terziaria), ed alcune an- 
che da una struttura quaternaria. La conoscenza 
della struttura di una proteina è premessa necessaria 
per la comprensione del rapporto “struttura-funzio- 
ne” della proteina stessa. 


Struttura primaria 


Per struttura primaria o covalente di una protei- 


na si intende /a sequenza degli amminoacidi — cioè 
l'ordine con il quale essi si concatenano — nella © 
nelle catene polipeptidiche costituenti. 


Numero delle catene polipeptidiche. Poiché 
ogni catena polipeptidica possiede alle due estremi- 
tà un amminoacido N-terminale ed uno C-termina- 
le, il numero delle catene costituenti ‘una proteina 
può essere desunto dal numero degli amminoacidi 


; terminali. 


Amminoacidi N-terminali. Possono essere rico- 
nosciuti e determinati dopo aver fatto reagire la pro- 
tetna con composti capaci di formare con il gruppo 
aminico dell’amminoacido terminale un legame co- 
valente più stabile di quello carboammidico che 
unisce gli amminoacidi fra loro. Per idrolisi acida 
della proteina, l’amminoacido N-terminale, a diffe- 
renza di tutti gli altri, non viene rilasciato libero ma 
legato al composto e pertanto riconoscibile, per 
esempio, per cromatografia su carta. 

Per il riconoscimento della struttura primaria 
dell’insulina, Sanger ha utilizzato il 2,4-dinitro-]- 


fluorobenzene (DNFB), che reagisce con i gruppi — 


NH; della proteina formando un dinitrofenil-deriva- 
to della proteina (DNF-proteina) (Fig. 4.5). 

Dopo idrolisi acida della proteina, l’amminoaci- 
do N-terminale si libera come dinitrofenilderivato 
colorato in giallo, identificabile cromatografica- 
mente; tutti gli altri amminoacidi si liberano in for- 
ma libera. Quando Sanger applicò questo procedi- 
mento all’insulina, riscontrò la formazione di due 
DNF-amminoacidi in quantità equimolecolari: 
DNF-glicina e DNF-fenilalanina. Interpretò corret- 
tamente questa osservazione deducendo che l’insu- 
lina è composta, come in realtà è, da due catene po- 
lipeptidiche, aventi rispettivamente la glicina e la 
fenilalanina come amminoacidi N-terminali. 

AI reattivo di Sanger si preferisce attualmente, 
per la superiore sensibilità, il cloruro di dansile, che 
reagisce in modo analogo. 
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Figura 4.5 Identificazione dell'amminoacido N- 
terminale con il metodo del DNFB 


Altro procedimento, sempre più usato, è quello 
di £dman che presenta rispetto al precedente il van- 
inggio di staccare l’amminoacido N-terminale, la- 
\ciando intatta la catena polipeptidica. Il reattivo di 


idman, il fenilisotiocianato, reagisce infatti con * 


l'amminoacido N-terminale per formare la feniltioi- 
liuntoina corrispondente, riconoscibile cromatogra- 
licamente: 
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La catena polipeptidica, decurtata dell’ammi- 
noacido N-terminale, rimane indenne, in quanto la 
reazione con il fenilisotiocianato labilizza soltanto 
il primo legame carboammidico. Questa circostan- 
za consente di ripetere la reazione, che interessa il 
secondo amminoacido nella sequenza originale, che 
ha ora assunto posizione N-terminale e così via. 
Questo procedimento definito “degradazione ricor- 
rente” e che consente di determinare la sequenza di 
un certo numero di amminoacidi a partire dall’e- 
stremità N-terminale, è stato automatizzato in un 
apparecchio denominato ‘sequencer’ di proteine. 


Amminoacidi C-terminali. A differenza di quan- 
to visto per il gruppo amminico non esistono reatti- 
vi “marker” capaci di agire sul gruppo carbossilico 
terminale. Si usano perciò altri procedimenti, di cui 
ricordiamo uno dei più seguiti: l’idrazinolisi. La 
idrazina (NH;-NH;) demolisce tutti 1 legami car- 
boammidici per idrazinolisi, per cui tutti gli ammi- 
noacidi, tranne quello C-terminale, vengono libera- 
ti in forma di idrazidi. L’amminoacido C-terminale, 
il solo non modificato dalla idrazina, può essere co- 
sì riconosciuto cromatograficamente. 


RR 
peptide — - - - C-N 0--N- 0- COOH 
H CHs HH 
NH5NH5 
di nia: 
ST C-NHNH; + HaN-C-C-NHNH2 + HN2-C-CO0H 
CHs H 


amminoacido C-terminale 


Separazione delle catene polipeptidiche. Se la 
proteina è costituita da due o più catene polipeptidi- 
che, queste sono in genere tenute insieme da legami 
covalenti disolfuro (/egami intercatena). Detti lega- 
mi possono esistere anche nell’ambito di una cate- 
na polipeptidica, che rimane così ripiegata (/egami 
intracatena). La rottura di questi legami, che impli- 
ca la separazione delle due catene, o rispettivamen- 
te la distensione della catena ripiegata, può essere 
effettuata per ossidazione con acido performico. 
Ogni legame disolfuro viene così a formare due 
gruppi solfonici, parti di due residui di acido cistei- 
co, forma di ossidazione della cisteina: 
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Sequenza degli amminoacidi. Anche se il meto- 
do più utilizzato al giorno d’oggi per ottenere infor- 
mazioni sulla struttura primaria di una proteina è 
quello di sequenziare il DNA corrispondente alla 
sequenza codificante, e da questo ottenere informa- 
zioni sulla sequenza dei relativi aminoacidi, questo 
metodo indiretto può talvolta essere scartato a favo- 
re di metodi di sequenza diretti. Tra questi la degra- 
dazione di Edman e la spettrometria di massa. 

La determinazione della sequenza degli ammi- 
noacidi (la degradazione di Edman non è in grado di 
sequenzare più di una cinquantina di amminoacidi) 


in una catena polipeptidica viene attuata per fram- 


mentazione chimica od enzimatica della proteina in 
peptidi. Questi vengono poi isolati e la sequenza de- 
gli amminoacidi in ognuno di essi determinata me- 
diante la degradazione ricorrente di Edman. 

Per la frammentazione chimica si usa il bromu- 
ro di cianogeno (BrCN), che demolisce i legami 
carboamidici ai quali la metionina partecipa con il 
gruppo carbossilico. Essendo la metionina un am- 
minoacido piuttosto infrequente, il BICN demolisce 
la proteina in frammenti di grandi dimensioni, il cui 
numero è prevedibile in base alla conoscenza del 
numero di residui di metionina. 

Per la frammentazione enzimatica si utilizzano 
enzimi proteolitici specifici, che idrolizzano cioè 
determinati legami carboammidici. La ?ripsina, ad 
esempio, idrolizza i legami cui partecipano i gruppi 


carbossilici della lisina e dell’arginina. Pertanto 
ogni peptide che risulta dalla idrolisi triptica, con la 
sola eccezione di quello contenente l’amminoacido 
C-terminale originario, ha come amminoacido C- 
terminale o la lisina o la arginina (Fig. 4.6). Per 
esempio, una proteina contenente 5 residui di lisina 
e 5 di arginina viene demolita dalla tripsina in 1] 
peptidi, 5 dei quali hanno come amminoacido ter- 
minale la lisina, 5 l’arginina ed uno l’amminoacido 
terminale originario. La chimotripsina idrolizza | 
legami carboamidici cui partecipano con il carbos- 
sile gli amminoacidi aromatici tirosina, fenilalanina 
e triptofano (Fig. 4.6). 

Per la determinazione della sequenza degli am- 
minoacidi si utilizzano almeno due enzimi proteoli- 
tici, sì che i frammenti prodotti da uno di essi si so- 
vrappongono parzialmente a quelli prodotti dall’al- 
tro: criterio della sovrapposizione: 


A=B=-U—D—E 
peptidi ottenuti 
U--bP=E—F 





A-B—C—D—E—F sequenza 


Separazione e riconoscimento dei peptidi di 
frammentazione. La mescolanza dei peptidi ricava- 
ti per frammentazione di una proteina può essere ri- 
solta combinando in un procedimento bidimensio- 
nale elettroforesi e cromatografia su carta: e/ettro- 
cromatografia. Come mostra la Fig. 4.7, i peptidi 
vengono prima separati, in base alle loro cariche 
elettriche, applicando una corsa elettroforetica lun- 
go una direzione. Una ulteriore risoluzione si ottie- 
ne applicando la cromatografia di ripartizione in di- 
rezione ortogonale. In tal modo i peptidi ancora so- 
vrapposti vengono separati in base al loro grado di 
polarità. Il quadro che se ne ottiene è detto “mappa 
dei peptidi” o anche “finger printing” (impronta di- 
gitale), in quanto l’impronta di ogni peptide, evi- 
denziabile mediante ninidrina, ricorda un’impronta 
digitale (Fig. 4.7). L'applicazione di questa tecnica 
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Figura 4.6 Idrolisi enzimatica di una proteina mediante tripsina (T) e chimotripsina (C) 
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»soluzione di una miscela di peptidi ottenuti per frammentazione di una proteina mediante elettrocromatografia; cor- 
u) elettroforetica in una direzione e corsa cromatografica nella direzione ortogonale. 


allo studio della emoglobina ha consentito l’indivi- 
ilunzione delle emoglobine patologiche caratteristi- 
«he di alcune “malattie molecolari”. 

Altra possibilità per la separazione dei peptidi è 
ita dalla cromatografia di esclusione, che consen- 
te la separazione dei peptidi in base al loro peso 
molecolare. 

Sequenza di proteine mediante spettrometria di 
MISSA. 

lla tecnica della spettrometria di massa è da 


qualche anno molto utilizzata per la determinazione 


lella sequenza di peptidi, avendo dalla sua parte 
una grandissima accuratezza e sensibilità. La tecni- 
un si basa sulla frammentazione della proteina e sul 
uo bombardamento con un fascio di elettroni e 
innseguente formazione di un insieme di specie 
peptidiche cationiche. Tali specie sono identificate 
allo spettrometro di massa grazie al loro rapporto 
ili massa su carica (m/z) e non è necessario che 1 
beptidi ottenuti dalla frammentazione siano purifi- 
vati. Per ottenere la sequenza di una proteina è ne- 
cessario accoppiare due 0 più spettrometri di massa 
in serie (spettrometria di massa accoppiata a ioniz- 
mizione elettronica). La procedura prevede la ioniz- 
azione con fascio elettronico di un digerito protei- 
(0, seguita dalla selezione di ogni singolo peptide 
ibhizzato per collisione con gas inerti (solitamente 
te). Tale collisione di solito frammenta i peptidi a 
vello dei singoli legami peptidici ed 1 singoli am- 
minoacidi vengono identificati in base alla loro 
muissa. Solitamente per l’identificazione di proteine 
. «sufficiente la sequenza di alcuni peptidi, in segui- 
ib alla quale si procede con il confronto con banche 
lati elettroniche, contenenti informazioni di se- 
uenze proteiche continuamente aggiornate, come 
e banche dati GenBank o EMBL. 


Struttura primaria di alcune proteine. La prima 
proteina di cui si conobbe la struttura primaria è sta- 
la l'insulina, che è risultata costituita da due catene 
polipeptidiche A e B, composte da 21 e 30 residui di 


amminoacidi rispettivamente. L’amminoacido N- 


terminale della catena A è la glicina, quello C-ter- 


minale l’asparagina; l’amminoacido N-terminale 
della catena B è la fenilalanina, quello C-terminale 
l’alanina. Le due catene sono tenute insieme da due 
ponti disolfuro fra i residui di cisteina 7 e 7 e rispet- 
tivamente 20 e 19 (legami intercatena). La catena A 
è tenuta ripiegata da un legame disolfuro intracate- 
na fra i residui di cisteina 6 e 11 (Fig. 4.8). 

Le insuline di specie diverse sono tutte costitui- 
te da due catene A e B di 21 e 30 amminoacidi ri- 
spettivamente connesse dagli stessi legami disolfu- 
ro. Differiscono tuttavia l’una dall’altra per la natu- 
ra di uno o più residui in una o in entrambe le cate- 
ne. Per esempio l’insulina di uomo, di bue, di maia- 
le e di cavallo differiscono per la sequenza dei resi- 
dui fra le posizioni 8-11 della catena A, cioè nel 
segmento compreso fra i due residui di cisteina che 
formano il legame disolfuro  intracatena. 


. Nonostante queste differenze le insuline di questi 


animali sono ugualmente attive sull’uomo e sui 
mammiferi. Ciò suggerisce l’esistenza nell’insuli- 
na, come in altre proteine, di amminoacidi non in- 
dispensabili per l’attività biologica. Altri amminoa- 
cidi sono invece indispensabili, tanto che la sostitu- 
zione di uno solo di essi compromette l’attività bio- 
logica della proteina. 

Per la terapia del diabete umano si usava un tem- 
po la insulina bovina 0 porcina. In alcuni pazienti il 
sistema immunitario riconosce la diversa sequenza 
di amminoacidi di queste insuline non umane, pro- 
ducendo anticorpi antiinsulina e causando risposte 
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Figura 4.8 Schema di struttura primaria della 
molecola dell’insulina 


Le due catene costituenti (A e B) sono connesse da due 
legami disolfuro. 
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allergiche alla insulina somministrata. Più recente- 
mente è diventata di largo uso l’insulina umana ri- 
combinante, non reattiva dal punto di vista immu- 
nologico, nonché prodotta a livello industriale a 
basso costo. L’insulina umana ricombinante è pro- 
dotta in sistemi eucariotici come i lieviti 
Saccaromices cerevisiae, a causa della fondamenta- 
le importanza che i legami disolfuro e la proteolisi 
limitata delle catene A e B riveste nella acquisizio- 
ne della conformazione definitiva ed attiva dell’or- 
mone. I sistemi batterici infatti non sono in grado di 
apportare alle proteine eterologhe espresse le modi- 
fiche post-traduzionali tipiche invece dei sistemi 
eucarioti. Successivamente è stata chiarita la strut- 
tura primaria di numerosissime altre proteine. 


Struttura conformazionale 


L’impiego della diffrazione ai raggi X, della ri- 
sonanza magnetica nucleare (NMR) e della micro- 
scopia elettronica ha consentito di stabilire che le 
proteine posseggono una struttura tridimensionale 
o conformazione, necessaria, fra l’altro, per l’attivi- 
tà biologica delle proteine stesse. La conformazio- 
ne delle proteine è dovuta alla formazione di lega- 


mi non covalenti che tengono ripiegate le catene © 


polipeptidiche costituenti. La conformazione delle 
proteine viene comunemente descritta in termini di 
struttura secondaria e terziaria. 


3, 6 residui 





Figura 4.9 Conformazione ad c-elica 


Struttura secondaria 


A seconda della natura dei residui degli ammi. 
noacidi costituenti, la struttura secondaria può assu» 
mere tre conformazioni: 1) Q-elica, 2) conformazio: 
ne B o foglio pieghettato, 3) tripla elica allungata, 
Queste conformazioni come quella “disordinata” 
(vedi oltre) dipendono dalla angolatura che possono 
assumere 1 legami @ e è, che connettono le unità 
planari carboamidiche con il C-c.. Questa angolatu- 
ra è a sua volta dipendente dalla natura dei residui 
degli amminoacidi. G. N. Ramachandran per primo 
suggerì l’uso di un diagramma che riporta 1 valori di 
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ò contro i valori di @ per analizzare la distribuzio- 
ne delle coppie di valori termodinamicamente pos- 
sibili in una proteina. Tutte le strutture secondarie 
osservate sperimentalmente si trovano in regioni 
“permesse” sul grafico di Ramachandran, pur es- 
sendo questo basato solo su considerazioni teori- 
che. 
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A: Struttura ad a-elica destrorsa. Mentre gli atomi che costituiscono la colonna vertebrale della catena polipeptidica 
(Ca, C ed N del legame carboamidico) formano la spira, i residui (R) sono proiettati all’esterno, perpendicolarmente 


all'asse dell'elica. 


Conformazione ad a-elica. La struttura ad a-eli- 
ca consiste nell’avvolgimento della catena polipep- 
tidica intorno ad un asse con un passo di spira di 5,4 
À e secondo un diametro per cui ogni spira è com- 
pletata da 3,6 residui di amminoacidi. Sebbene sia 
possibile un’elica sinistrorsa, nelle proteine natura- 
li prevale pressoché in assoluto l’a-elica destrorsa, 
dotata di grande stabilità. Come mostra la Fig. 4.9 
A, nell’a-elica i legami carboamidici giacciono sul- 
la spira, mentre i residui R sono esposti all’esterno 
perpendicolarmente all’asse dell’elica. L’o-elica è 
stabilizzata da legami idrogeno intracatena intercor- 
renti fra il -C=O ed il —NH di amminoacidi separa- 
ti fra loro da tre residui di amminoacidi interposti 
nella sequenza primaria (Fig. 4.9 B). 

Per effetto dell’avvolgimento spirale ad a.-elica 
i due amminoacidi connessi dal legame idrogeno 
vengono a trovarsi spazialmente vicini: 

La conformazione ad a-elica è la più diffusa, es- 
sendo posseduta in misura più o meno rilevante da 
tutte le proteine globulari e da alcune proteine fi- 
brose. Come mostra la Fig. 4.10, che schematizza 
un breve segmento di a-elica, la conformazione ad 
o-elica è la conseguenza della angolatura (@ e è) 
dei legami adiacenti al gruppo carboammidico. 
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Figura 4.10 


Dettaglio di una porzione di a-elica per evidenziare la pla- 
narietà degli atomi che formano il legame carboammidico 
{unità planare) e la disposizione ad at-elica di queste unità 
per le angolature (@ e d) in corrispondenza del carbonio in 
O. 
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Figura 4.11 


Successione di segmenti ad a-elica e “random coiled” 
nella catena polipeptidica di una proteina globulare. 


La conformazione ad oa-elica viene interrotta 
dalla presenza di residui di prolina ed idrossiprolina 
che, per l’assenza dell’atomo di idrogeno nel lega- 
me carboammidico che interessa il gruppo iminico 
(=NH), non consentono la formazione di legami 
idrogeno. Anche altri amminoacidi, a causa dell’in- 
gombro o delle reciproche interazioni dei loro R 
(es. repulsione fra residui aventi la stessa carica, co- 
me nel caso di residui di glutammato o di lisina), 
possono destabilizzare l’a-elica. Si formano conse- 
guentemente dei segmenti più o meno lunghi a con- 
formazione non elicoidale, detti segmenti “random 


, coiled” (avvolti a caso) (Fig. 4.11). Conseguente- 


mente le proteine presentano percentuali variabili di 
o.-elica: alcune elevata (es. mioglobina, 80%), altre 
minima (citocromo c, 5%). 

Conformazione . La conformazione f consiste 
in un’elica allungata, o a passo più lungo. Catene 
polipeptidiche con conformazione f (in proteine fi- 
brose) o tratti di esse (in proteine globulari) sono te- 
nute insieme, l’una parallela all’altra, da /egami 
idrogeno intercatena, intercorrenti fra gruppi car- 
bonilici di una catena e gruppi ammidici della cate- 
na parallela (Fig. 4.12). 
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Figura 4.12 Struttura B a foglio pieghettato di 
una proteina fibrosa 
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Si vengono così a formare strutture caratteristi- 
che denominate a foglio pieghettato, come quella il- 
lustrata nella Fig. 4.12. Si osservi come i residui R 
sporgano alternativamente in direzione opposta. In 
alcune proteine (es. la fibroina della seta) le catene 
adiacenti sono antiparallele, hanno cioè gli ammi- 
noacidi N- e C-terminali ad estremità opposte; nel- 
la maggior parte delle proteine ed in particolare nel- 
le proteine fibrose animali le catene sono parallele. 

Segmenti con conformazione | si riscontrano in 
quasi tutte le proteine globulari allorché la catena 
polipeptidica si ripiega su se stessa (vedi struttura 
terziaria). Si riscontrano così porzioni della protei- 
na (domini) con configurazione @, altri con confi- 
gurazione f, e altri in conformazione disordinata 
(Fig. 4.13). 

I domini ad o-elica vengono solitamente rap- 
presentate come spirali o cilindri; quelli a configu- 
razione } come frecce; quelli a “random coil” come 
filamenti: 
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o-elica 





configurazione f 


Meno frequenti sono ripiegamenti dovuti alla 
formazione di legami ad idrogeno fra due ammi- 
noacidi contigui (spesso è coinvolta la glicina). Si 
tratta di ripiegamenti B, o “B-turns”. 

Come nel caso dell’a-elica, alcuni amminoacidi 
favoriscono la conformazione f (metionina, valina, 





isoleucina), altri la destabilizzano (acido glutammi- 
co, prolina, asparagina ed altri). Pertanto la cono- 
scenza della sequenza degli amminoacidi in una 
proteina rende possibile predirne con buona appros- 
simazione la conformazione. 

E anche possibile una transizione reversibile fra 
configurazioni € e p. Tale transizione è tipica della 
cheratina dei capelli. Questa proteina fibrosa ha 
normalmente configurazione ad a-elica, tuttavia 
quando viene sottoposta a calore umido può assu- 
mere la configurazione è. Questa transizione conse- 
gue alla rottura dei legami idrogeno intracatena, ti- 
pici della configurazione & ed alla formazione tem- 
poranea di legami idrogeno intercatena, tipici della 
configurazione f. Così si spiega come per azione 
del calore e dell’umidità i capelli possono allungar- 
SI. 

Struttura a tripla elica allungata. È la struttura 
caratteristica del tropocollagene, l’unità fondamen- 
tale del collagene. 


Struttura terziaria 


Le più o meno frequenti interruzioni delle strut- 


* ture secondarie € e } dovute alla presenza di ammi- 


noacidi destabilizzanti, consentono ripiegamenti 
della catena polipeptidica, che risulta in tal modo 
aggomitolata. In tale aggomitolamento e nella sua 
stabilizzazione da parte di legami fra residui di am- 
minoacidi consiste la struttura terziaria, caratteristi- 
ca delle proteine globulari ed assente in quelle fi- 
brose. I legami che stabilizzano la struttura terziaria 
si stabiliscono fra residui di amminoacidi più o me- 


Figura 4.13 Conformazioni secondarie coesistenti in una proteina (vedi anche struttura terziaria) 


Si vengono così a creare dei “domini” in cui prevalgono le conformazioni a, B 0 disordinata (random coiled). 
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figura 4.14 Legami fra residui di amminoacidi di una catena polipeptidica che stabilizzano la 


&truttura terziaria delle proteine 


igolfuro. 


no discosti nella sequenza primaria, ma spazial- 


mente vicini. Questi legami, schematizzati nella 
tig, 4.14, sono di varia natura: 

legami elettrostatici, ad esempio quelli fra le cari- 
che opposte del gruppo carbossilico dell’asparta- 
to e del gruppo amminico della lisina; 

lvwami idrogeno, ad esempio quelli fra il gruppo 
carbossilico di un residuo di aspartato o di glu- 
iammato e l’ossidrile di residui di tirosina, serina 
0 treonina; 

interazioni idrofobiche fra i residui di amminoa- 
cidi apolari (leucina, isoleucina, valina, fenilala- 
nina ed alanina). Poiché i residui apolari sono si- 
tuati prevalentemente nell’interno della molecola 
proteica, le interazioni idrofobiche hanno un ruo- 
lo importante nella stabilizzazione della struttura 
terziaria. I residui idrofilici tendono invece ad 
esporsi alla superficie della proteina a contatto 
con la fase acquosa circostante (Fig. 4.15); 
iwwami disolfuro, i legami disolfuro intracatena, 
già considerati nella struttura primaria, contribui- 
cono a tenere ripiegata la catena polipeptidica ed 
stabilizzare la struttura terziaria. Ad esempio 
nella molecola della ribonucleasi, la cisteina 40 è 
xlericamente prossima alla cisteina 95 così che, 
sebbene i due residui siano separati da 54 ammi- 
noacidi nella sequenza primaria, possono formare 
un legame disolfuro, contribuendo sostanzial- 
mente al mantenimento della ripiegatura della ca- 
tena. 


La) 
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x» legami elettrostatici; b = legami idrogeno; c = interazioni idrofobiche; d = forze di Van der Vaals; e = legami 


Poiché la conformazione di una proteina dipen- 
de dalle interazioni fra residui e poiché la loro se- 
quenza nella struttura primaria è caratteristica di 
ogni proteina, si può comprendere il principio di 
Anfinsen, secondo il quale la conformazione di una 
proteina è conseguenza diretta della sua struttura 


primaria: /a sequenza specifica determina la con- 


formazione. In altre parole, la capacità ed il modo di 


ripiegarsi di una catena polipeptidica dipende dalla 
sua struttura primaria e dalle interazioni fra i residui 
degli amminoacidi. 

Risulta evidente da quanto sopra che una suddi- 
visione netta fra struttura secondaria e terziaria è ar- 
bitraria e come invece appaia più opportuno parlare 
di “conformazione” delle proteine. 


Struttura quaternaria 


La struttura quaternaria risulta dall’associazione 
di subunità, o protomeri, in strutture oligomeriche 
biologicamente attive. Si parla di struttura quater- 
naria omogenea (Fig. 4.16) quando le subunità so- 
no identiche (vedi glicogeno fosforilasi), di sfruttu- 
ra quaternaria eterogenea, quando le subunità sono 
dissimili. Le forze che tengono associati 1 protome- 
ri in una struttura quaternaria, per il fatto di espli- 
carsi in corrispondenza della superficie dei mono- 
meri, coinvolgono per lo più residui idrofilici 0 po- 
lari (legami salini), comunque non covalenti. 
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Figura 4.15 


IDROFILICI 





ent E la dn ii AI 
Disposizione dei residui idrofilici (all’esterno a contatto con l’acqua) ed idrofobici (all’interno fuori del contatto con 
l’acqua) nell'ambito di una proteina globulare. 





Figura 4.16 





Struttura quaternaria di una proteina tetramerica, forma- 
ta cioè da 4 subunità. 


Analogamente alla struttura secondaria e terzia- 
ria, anche quella quaternaria è specificata nella se- 
quenza degli amminoacidi dei protomeri costituen- 
ti. Questi infatti si riassociano per naturale tenden- 
za, una volta che vengano meno le condizioni che 
ne hanno determinato la dissociazione. 


Denaturazione delle proteine 


Per denaturazione di una proteina si intende 
ogni perturbazione della sua conformazione nativa, 
tale da indurre la perdita della funzione biologica 
della proteina stessa. La denaturazione non implica 
generalmente rottura dei legami carboammidici, ma 
solo disorganizzazione della conformazione (strut: 
tura secondaria, terziaria e quaternaria) per rottura 
di legami che la stabilizzano. Così si spiegano alcu- 
ne modificazioni delle proprietà chimico-fisiche 
delle proteine denaturate, quali cambiamento della 
solubilità, della viscosità ecc. ed una maggior su- 
scettibilità alla idrolisi enzimatica. Quest’ultima è 
conseguenza dello sgomitolamento delle proteine e 
della conseguente agevolata accessibilità degli en- 
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zimi proteolitici ai siti del loro attacco proteolitico 
(Fig. 4.17). 

La denaturazione può essere irreversibile o re- 
versibile. 

Denaturazione irreversibile. Può essere indotta 
dal calore (esempio molto comune è la coagulazio- 
ne del bianco d’uovo), da solventi organici, deter- 
genti, da variazioni estreme del pH ecc. La drastici- 
tà di questi trattamenti scompagina irreversibilmen- 
te la struttura della proteina e può anche causare 
un’aggregazione intermolecolare che spiega l’au- 
mento della viscosità e la diminuzione della solubi- 
lità. 

Denaturazione reversibile. Come esempio di de- 
naturazione reversibile e del suo meccanismo ripor- 
tiamo in breve gli esperimenti di Anfinsen sulla r/- 
bonucleasi. Questa proteina enzimatica, capace di 
idrolizzare gli RNA, consta di un’unica catena poli- 
peptidica di 124 amminoacidi ripiegata da 4 legami 
disolfuro. Questi legami possono essere rotti per ri- 
duzione con mercaptoetanolo: 


ri + 2CHy-CH,- SH 


ribonucleasi mercaptoetanolo 
attiva ridotto 
| gna HS—R . CH, -CH,_S-S-CH, CH, 
ribonucleasi mercaptoetanolo 
denaturata ossidato 
© 1 
H,N-LYS- 
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Affinché il mercaptoetanolo possa svolgere la 
sua azione su tutti i 4 legami disolfuro, è necessario 
che la proteina venga preliminarmente sgomitolata 
da un agente denaturante (es. l’urea) che, demolen- 
do alcuni legami idrogeno, rende i legami disolfuro 
accessibili al mercaptoetanolo. Per azione combina- 
ta dell’urea e del mercaptoetanolo la ribonucleasi 
viene completamente denaturata (Fig. 4.17). 

Se mediante dialisi si allontanano urea e mer- 
captoetanolo, la ribonucleasi riacquista la sua con- 
formazione nativa e la sua attività enzimatica. 
L’ossigeno dell’aria riossida infatti i gruppi tiolici 
ripristinando i legami disolfuro nel loro ordine ori- 
ginario. Questo spontaneo ritorno alla conformazio- 
ne nativa indica che questa si uniforma alla struttu- 
ra termodinamicamente più stabile, corrispondente 
al massimo di ordine e cioè al minimo di entropia. 
La riconversione della proteina denaturata nella 
proteina nativa, denominata rinaturazione, rende 
ancora più comprensibile il principio enunciato da 
Anfinsen che /a sequenza specifica determina la 
conformazione. 


PROTEINE GLOBULARI 


Sono proteine di forma sferoidale, generalmente 
solubili in acqua e caratterizzate da una struttura 
terziaria e talvolta da una struttura quaternaria. 
Sono biologicamente attive (es. emoglobina, enzimi 


»ed immunoglobuline) e costituiscono la più gran 


parte delle proteine cellulari. 

La tradizionale classificazione delle proteine 
globulari è basata sulle caratteristiche chimico-fisi- 
che. 
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Ribonucleasi "nativa" 


Ossidazione spontanea 


Ribonucleasi inattivata 


Figura 4.17 Denaturazione reversibile della ribonucleasi 


Gli agenti inattivanti sono urea e mercaptoetanolo, che riduce a gruppi S i ponti disolfuro che tengono ripiegata la 
catena polipeptidica nella forma “nativa”. l'agente rinaturante è l'ossigeno dell’aria, che ripristina per ossidazione i 


ponti disolfuro nel loro ordine originario. 
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Figura 4.18 Tripla elica allungata del tropocollagene 


Protamine. Sono proteine basiche per la estre- 
ma ricchezza in arginina ed aventi un bassissimo 
PM. Presenti nello sperma di alcune specie di pesci, 
hanno la funzione di mantenere “impacchettato” il 
DNA nella testa degli spermatozoi. 

Istoni. Sono proteine basiche di basso PM 
(11.000-20.000) associate con il DNA nei nuclei 
cellulari. Verranno descritti in maggiore dettaglio a 
proposito delle nucleoproteine. 

Prolamine e gluteline. Sono proteine vegetali 
ricche di prolina e di acido glutammico (donde le 
denominazioni), ma povere di lisina e di triptofano 
(donde 1l loro scarso valore biologico). Fra esse la 
zeina del mais, la gliadina del frumento e l’ordeina 
dell’orzo. 

Albumine. Sono proteine acidiche (pI — 5) con 
PM fra 50.000 e 60.000, ben solubili in acqua e co- 
agulabili al calore. Sono ricche di acido glutammi- 
co ed aspartico, di lisina e leucina, ma povere di 
triptofano. Fra le albumine animali si ricordino 
quella del siero ematico e quelle dell’uovo e del lat- 
te, 

_Globuline. Sono in realtà delle glicoproteine, 
anche se la frazione glucidica non è rilevante ed 
hanno PM intorno ai 150.000. Alcune di esse (eu- 
globuline) sono insolubili in acqua, ma solubili in 
soluzioni saline, altre (pseudoglobuline) sono solu- 


bili in acqua. Le globuline più note sono quelle del 


sangue. 


PROTEINE FIBROSE 


Come tipici esempi di proteine fibrose vengono 
qui considerate le due principali proteine del tessu- 
to connettivo; il collagene e l’elastina; di altre pro- 
teine fibrose sarà detto a proposito del tessuto mu- 
scolare e cardiaco. 

Collagene ed elastina coesistono in proporzioni 
diverse nelle strutture connettivali: nei tendini, ad 
esempio, prevale largamente il collagene, per con- 
tro i legamenti sono ricchi di elastina. Tenendo pre- 
sente che le fibre di collagene sono particolarmente 
resistenti alla tensione e quelle di elastina sono in- 


le une o delle altre riflette il tipo di funzione mec- 
canica della particolare struttura connettivale. 


Collagene 


Il collagene, la più abbondante proteina dell’or- 
ganismo (il 30% circa di tutte le proteine) costitui» 
sce l’intelaiatura extracellulare di tutti gli esseri 
pluricellulari. E presente in percentuale varia in tut- 
tl 1 tessuti animali ed in misura dominante nei tes- 
suti di sostegno (tendini, legamenti, fasce, cartilagi- 
ne, ossa e denti). 

Il collagene viene sintetizzato dai fibroblasti del 


_ tessuto connettivo, dagli os/eob/asti dell’osso, dai 
 condroblasti della cartilagine e dagli odontoblasti 


dei denti. 

L’unità fondamentale del collagene è il {ropocol- 
lagene, struttura a tripla elica allungata (Fig, 
4.18). 

Il tropocollagene ha una composizione in ammi- 

_noacidi tipica: glicina 33%, prolina più idrossipro- 
lina 27%; il resto è rappresentato da tutti gli altri 
amminoacidi, esclusa cisteina e triptofano che sono 
assenti. Da segnalare la presenza di idrossilisina. La 
molecola del tropocollagene consta di tre catene po- 
lipeptidiche di composizione simile e di PM 47.000 
ciascuna. Si distinguono tre famiglie di catene, Q;, 
0, €, più raramente, 3, che caratterizzano diversi 
tipi di collagene (vedi Tabella 4.1). 

A seconda del tipo di collagene, il tropocollage- 
ne è formato da triplette (@; )3, (C2)3, (C)3(0), 
()1(0%2);(0%3); con possibili differenze di composi- 

_zione all’interno di ciascuna famiglia di catene. In 
tutte le catene la sequenza aminoacidica più fre- 
quente è: gly-X-pro- ecc., dove X è un amminoaci- 
do qualsiasi. La predominanza delle proline e della 
glicina non consente né la conformazione © né 
quella }, ma solo la tripla elica allungata, detta eli. 
ca C, avente un passo di 9,4 À, scarsamente flessi- 
bile ed inestensibile. Le tre catene, avvolte fra loro 
in senso sinistrorso come i cordoni di una fune (Fig, 
4.18), sono tenute insieme da legami idrogeno fra 


_ gruppi —CO di una catena ed —NH delle catene 
vece dotate di una certa elasticità, la prevalenza del- | = 


adiacenti. 
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Proteine fibrose ® 69 


Tabella 4.1 


Classificazione, composizione e distribuzione tessutale dei principali tipi di collagene. 














neonato 


“ss 
fr 
(C2)3 





no 







Superfici cellulari 


Membrane basali; capsula del cristalli- 


Meno di 10 residui di idrossilisina per 





(c1)207 Valvole cardiache; osso; tendini; pelle, i «pure Que LL 
pareti dell'intestino e dell'utero; tessuto |catena; basso contenuto di glucidi 
cicatriziale 


Parete dei vasi; pareti dell'intestino e 
dell'utero; tessuto cicatriziale; cute del 







Più di 20 residui di idrossilisina per 
catena; contenuto di glucidi — 10% 





Elevato contenuto di idrossiprolina e 
glicina; basso contenuto di glucidi 









Elevato contenuto di 3-idrossiprolina; 
più di 40 residui di idrossilisina per 
catena; contenuto di glucidi — 15% 






Elevato contenuto di glucidi; elevato 
contenuto di glicina e idrossilisina 


Si noti che le catene dello stesso tipo 1, 2 hanno però composizione amminoacidica diversa. 


La compattezza e la resistenza tensile delle fibre 
di collagene derivano dalla presenza ripetitiva nelle 
vubunità di collagene della glicina, il cui residuo è 
costituito da un solo atomo di idrogeno. La conse- 
guente mancanza di ingombro consente la stretta 
adesione fra le tre catene nella superelica, agevola- 
ta ancor più dalla esposizione dei residui più in- 
gombranti di prolina ed idrossiprolina verso l’ester- 
no ad interagire con le circostanti subunità di tropo- 
collagene. 

Prova della funzione dei residui di glicina nel 
conferire al collagene detta compattezza e resisten- 
za è fornita dalla osteogenesi imperfetta, malattia 
congenita nella quale un solo residuo di glicina è 
sostituito, per mutazione nel DNA codificante, da 
uno di ( cisteina. Orbene, questa sostituzione, che 
impedisce il compatto avvolgimento delle tre eliche 


nella superelica del tropocollagene, compromette la 


resistenza delle fibre di collagene e determina gravi 
lesioni del tessuto connettivo soprattutto a livello 
delle ossa. 

Anomalia del collagene in un certo senso oppo- 
sta alla osteogenesi imperfetta è quella che si ri- 
scontra nello scorbuto (vedi vitamina C, capitolo 


“Vitamine e coenzimi”). La idrossilazione di proli- 
“ na e lisina è sotto il controllo di due enzimi, la pro- 
lil- e la lisil-idrossilasi, entrambi dipendenti da fer- 
— ro (Fe'*) e dalla vitamina C per la catalisi. Nella ca- 


renza di vitamina C la difettosa idrossilazione si ri- 
flette soprattutto sulla impossibilità di formare lega- 
mi ad idrogeno tra le catene di tropocollagene, pre- 
rogativa affidata alla idrossiprolina. La scarsa resi- 
stenza del collagene non è dovuta, in questo caso, 
ad alterazione intrinseca della struttura delle sub- 


“unità di tropocollagene, ma a difettosa coesione 


della subunità di collagene fra loro. 


vuoto40nm 


dii 64nm 


j_300nm___, 


Figura 4.19 Associazione delle unità di tropocollagene, indicate dalle frecce, nell’ambito di una fi- 


brilla di collagene 


Le unità di tropocollagene non sono contigue, ma intervallate da spazi di 40 nm. Inoltre le sequenze parallele di uni- 


tà di tropocollagene sono sfasate fra loro di 64 nm. 
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Più molecole di tropocollagene, ordinate fra lo- 
ro testa a coda, come mostra la Fig. 4.19, costitui- 
scono una fibrilla di collagene. Nell’ambito della 
fibrilla le adiacenti catene di tropocollagene sono 
sfasate di 64 nm e nell’ambito di ogni catena le mo- 
lecole di tropocollagene non sono contigue, ma se- 
parate da intervalli di 40 nm. E molto probabile che 
nell’osso in via di calcificazione questi vuoti costi- 
tuiscano la sede della deposizione dell’idrossiapati- 
te, il costituente minerale. 

Le fibrille di collagene sono stabilizzate da due 
tipi di legami covalenti crociati che connettono fra 
loro residui modificati di lisina e variano di numero 
e di tipo a seconda delle strutture connettivali (Fig. 
4.20); il loro numero si modifica con l’età alterando 
le proprietà del collagene. 

La formazione di legami crociati presuppone la 
deaminazione ossidativa di alcuni residui di lisina 
ad opera della peptidi! lisil ossidasi, un enzima ra- 
me e piridossalfosfato dipendente: 


+ 

NH3 

| Hi 20 

CH» c° 

| Oo | 

(CHa)a (CHala 

Ao ( RR 

H Ng H H 0 
residuo di lisina residuo di allisina 


Il residuo di lisina viene così trasformato in un 
residuo di e-semialdeide dell’acido o-amminoadi- 
pico, denominato a/lisina. Un residuo di allisina 
può reagire con un residuo di lisina per formare una 
base di Schiff: 


i | | | 

sl ni... 3 Co _Ha]y—(CHay—c—+ 

o=g c=0 

allisina lisina 
HO 


base di Schiff 


In alternativa due residui di allisina possono rea- 


gire fra loro per condensazione aldolica: 


H H H 
| | La | 

dl ii Li © (CHala TOT 
| H O | 

allisina allisina 


Un particolare legame intermolecolare crociato 
presente nel collagene è la struttura dell’idrossipi» 
ridinio (Fig. 4.20), prodotta dalla condensazione 
delle catene laterali di una lisina e due di idrossili» 
sina. Questa struttura si forma tra la regione N-ter- 
minale di una molecola di tropocollageno e quella 
C-terminale di un’altra. 
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Figura 4.20 Struttura dell’idrossipiridinio che sl 
forma per legami crociati tra un resto di lisinà 
e due resti di idrossilisina 
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figura 4.21 Collocazione dei legami crociati tra molecole adiacenti di tropocollagene nelle fibre 


_ Nel collagene 


Cie sn en i eil ll I ala 
uesti legami si instaurano fra la regione amminoterminale di una molecola e quella carbossiterminale di una adia- 


anto, 


| importanza dei legami crociati (vedi Fig. 4.21) 
nel conferire al collagene le sue particolari caratte- 
etiche di resistenza è desumibile dalle condizioni 
ii estrema labilità delle strutture collageniche 
\aneurisma aortico, lassità dei legamenti articolari 
von tendenza alle lussazioni, facilità di lacerazioni 
lendinee ecc.) che si manifestano nel /atirismo. 
{esta malattia insorge nei maiali (ma anche nel- 
l'uomo) in seguito ad ingestione del Lathyrus odo- 
1/s, un tipo di pisello che contiene il }-aminopro- 
wionitrile (H)N-CH3-CH,-C=N), composto che ini- 
Misce la peptidil lisil ossidasi, prevenendo la forma- 
none di allisina e secondariamente dei legami cro- 
vinti del collagene. 

lesioni sovrapponibili a quelle del latirismo si 
verificano nella omocistinuria, una malattia geneti- 
i caratterizzata dal blocco della utilizzazione me- 
nabolica della omocisteina e del suo prodotto di os- 
«lazione, la omocistina. Si ritiene che l’eccesso di 
wmocistina, reagendo con l’allisina, impedisca le 
wuzioni suddette prevenendo la formazione dei le- 
mumi crociati. 

.a generazione dei legami crociati ed il loro ri- 
«wemblamento da parte della lisil-ossidasi è alla 
Muse della capacità di alcune cellule tumorali, dota- 


& di un fenotipo particolarmente aggressivo e mali- 


ano, di invadere i tessuti circostanti e disseminare la 
neoplasia anche in organi molto distanti. Tale dif- 
lxione metastatica dipende dalla espressione de- 
ovo della lisil-ossidasi nelle cellule tumorali, che 
modifica la componente di collageno della matrice 
“xtracellulare e facilita la motilità delle cellule, gui- 
ilindole fino alla sede secondaria di crescita tumo- 
mie (homing metastatico). 

(ome si è già detto, idrossilisina ed idrossiproli- 
Mn non vengono incorporate come tali nelle catene 
polipeptidiche del collagene, ma si formano per 
ulrossilazione dei residui di lisina e, rispettivamen- 


%, di prolina nell’ambito delle subunità del tropo- 


sollagene. Alcuni residui di idrossilisina possono 
formare dei legami glicosidici con unità monosac- 
saridiche per azione di specifiche glicosi! 
.n/erasi. La Fig. 4.22 riporta un esempio di glico- 


silazione di una catena polipeptidica del collagene. 
Il numero delle unità di glucidi varia da tessuto a 
tessuto. Il collagene è l’unica proteina che viene gli- 
cosilata su idrossilisina, essendo gli amminoacidi 
classici che nelle glicoproteine accolgono 1 residui 
glucidici la asparagina e la serina. 

Dal punto di vista nutrizionale il collagene è, so- 
prattutto per la sua insolubilità in acqua, una protei- 
na indigeribile. Tuttavia per trattamento con acqua 
bollente (bollitura delle carni) il collagene viene ir- 
reversibilmente denaturato in ge/atina, che è invece 
attaccabile da parte degli enzimi digestivi. 
Comunque, data la assenza nel collagene di ammi- 
noacidi essenziali (triptofano) e la scarsità di altri 
(tirosina e fenilalanina), la gelatina ha di per sé va- 
lore biologico nullo. 


Collagenasi. Le collagenasi sono enzimi proteo- 


» litici capaci di idrolizzare legami carboamidici del- 
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Figura 4.22 Glicosilazione di un tratto di una 
catena polipeptidica nel collagene 


Ad un residuo di idrossilisina è legata con legame f-gli- 
cosidico una molecola di galattosio ed a questa, ancora 
con legame f-glicosidico, una molecola di glucosio. 
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la tripla elica del collagene. Particolarmente attiva e 
deleteria è la collagenasi del Clostridium histoliti- 
cum, l’agente batterico della gangrena gassosa. 
Questo enzima molto invasivo, attacca le catene 
polipeptiche del collagene in numerosi siti, demo- 
lendole completamente. 

Mentre nei tessuti dell’animale adulto il collage- 
ne ha un turnover molto lento, in quelli embrionali, 
o fetali, e nei tessuti in fase di rigenerazione il col- 
lagene va incontro a rapido accrescimento e ricam- 
bio. Responsabile di questo attivo metabolismo so- 
no le co/lagenasi tissutali che demoliscono il colla- 
gene in grossi frammenti, in parte ricomponibili. 
Questo processo è alla base del “rimodellamento” 
dei tessuti, per esempio dell’utero a parto espletato. 


Elastina 


La elastina, dotata, a differenza del collagene, di 
spiccate proprietà elastiche, è la proteina fibrosa 
predominante nei legamenti e nelle pareti vasali ar- 
teriose, alle quali impartisce le note caratteristiche 
di elasticità. La subunità costitutiva della elastina è 
la tropoelastina, come il tropocollagene costituita 
per un terzo da glicina. Anche la elastina è ricca di 
prolina ma, a differenza del collagene, è povera di 
idrossiprolina ed è priva di idrossilisina. L’elastina 
è dotata di legami caratteristici che connettono fra 
loro quattro catene polipeptidiche. Questi legami 
pluricrociati, denominati desmosina, si formano fra 
tre residui di allisina ed uno di lisina (Fig. 4.23) in 
corrispondenza di segmenti adiacenti di tropoelasti- 
na. Ancora una volta l’enzima responsabile è la li- 
sil-ossidasi. 

I legami crociati di desmosina conferiscono alla 
elastina la caratteristica elasticità ed insolubilità. 


Cheratine 


Le cheratine sono proteine fibrose tipiche del ci- 
toscheletro delle cellule epiteliari. Le c-cheratine, 
presenti anche nell’uomo, derivano dalla associa- 
zione di catene polipeptidiche costituite da una lun- 
ga serie centrale di amminoacidi (circa 310) con 
struttura a.-elicizzata, preceduta e seguita, rispetti- 
vamente da un breve (qualche decina di amminoa- 
cidi) segmento N-terminale e C-terminale. Due ca- 
tene polipeptidiche si avvolgono tra di loro a costi- 
tuire un protofilamento, e due protofilamenti si av- 
volgono ancoro tra di loro in senso destrorso costi- 
tuendo il filamento di cheratina. Questa struttura è 
molto stabile e rigida per via della abbondanza di 
residui di amminoacidi idrofobici nei singoli poli- 
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Figura 4.23 


Formazione della desmosina da un residuo di lisina e tè 
residui di allisina, derivanti dalla deaminazione ossidati: 
va di tre residui di lisina per opera della peptidillisil ossi 
dasi. 


peptidi costituenti, che, da un lato, favoriscono la 
conformazione a-elicoidale di ogni polipeptide, 
dall’altra, interagendo con quelli dei polipeptidi vi» 
cini, rendono compatto l’assemblaggio dei polipep 
tidi. Nelle }-cheratine, presenti per esempio nellé 
piume degli uccelli, la grande abbondanza di resi» 
dui di glicina e la frequenza di residui di serina @ 
alanina, portano alla costituzione di strutture stabili 
a foglio pieghettato f. 


PROTEINE CONIUGATE 


Molte proteine sono legate, covalentemente 0 
non, a componenti non proteici. Queste proteine, 
denominate proteine coniugate, comprendono: lè 
glicoproteine, le fosfoproteine, le lipoproteine, lè 
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moproteine e le nucleoproteine. In questo capi- 
i vengono descritte brevemente le prime due 
wu, riservando la descrizione delle altre in capi- 

i successivi (lipoproteine, cromoproteine, nu- 
MWoproteine). 


icoproteine 


lè glicoproteine sono proteine coniugate deri- 
si dall'unione mediante legami covalenti di una 
sione proteica con una o più sequenze glucidiche. 
a frazione glucidica delle glicoproteine consta 
intene generalmente ramificate contenenti nor- 
mente non più di 15-20 unità glucidiche. Un 
ippo a se stante di molecole complesse, a sede 
‘vnlentemente peri- ed extra-cellulare, contenen- 
pure una porzione proteica ed una glicidica sono 
motcoglicani. Nei proteoglicani ad una catena po- 
‘ptidica sono covalentemente legati altopolimeri 
rosaccaridici lineari di peso molecolare molto 
‘vato. Questi polimeri sono rappresentati da gli- 
«wamminoglicani (o mucopolisaccaridi) già de- 
uitti. | più comuni monosaccaridi che entrano nel- 
costituzione delle glicoproteine sono: mannosio, 
lattosio, glucosio, fucosio (6-deossigalattosio), 
mcetilglucosammina, N-acetilgalattosammina, 
xlo N-acetilneuraminico. E a causa della presen- 
ili quest’ultimo che il pI delle glicoproteine è ge- 
milmente basso. Nell’ambito delle catene glucidi- 
' fucosio ed acido N-acetilneuraminico occupano 
“xmpre posizioni periferiche; N-acetilglucosammi- 
ed N-acetilgalattosammina sono invece le unità 
i inserimento delle catene glucidiche su quelle 
eptidiche. Nel caso dei proteoglicani il saccaride 
al inserimento è lo xilosio. 
Sulla base del legame covalente fra porzione 
a\ucidica e proteica si distinguono le glicoproteine 
ulicosilate e O-glicosilate. 


Glicoproteine N-glicosilate. Il legame fra le due 
porzioni è P-N-glicosidico e si stabilisce fra N-ace- 
tliglucosammina e asparagina. 


catena 
H a 
CH50H i SI a 1 | AIR NH 
'OH_._HrN—-C CH 
O sl 
OH O 
catena N: 
gucidica NHC—CHs; polipeptidica 


N-acetilglucosammina asparagina 

lutte le glicoproteine N-glicosilate hanno in co- 
mune il seguente pentasaccaride ramificato, attac- 
unto all’asparagina di legame (ASN): 
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Manoa1-3 


» Manp1-4GlIcNAcB1-4GIcNAcB1-ASN 
Mana1-6 


Su di esso sono inserite diverse catene oligosac- 
caridiche con formazione di strutture bi-, tri- e te- 
tra-antennali che sono tipiche delle diverse glico- 
proteine. Esempi di strutture oligosaccaridiche pre- 
senti in alcune glicoproteine sono riportati nella 
Fig. 4.24. 

Le N-glicoproteine vengono suddivise sulla ba- 
se della composizione delle diverse catene oligo- 
saccaridiche inserite sul pentasaccaride di base 
(Fig. 4.25) in glicoproteine ad alto contenuto di 
mannosio (tipo I) caratterizzate dalla presenza di 
oligosaccaridi costituiti soltanto da mannosio; gli- 
coproteine a struttura complessa (tipo II) con oligo- 
saccaridi contenenti N-aceti/glucosammina, galat- 
tosio, acido sialico, e, in alcuni casi, fucosio; e gli- 
coproteine di tipo ibrido (tipo III) con oligosaccari- 
di di mannosio e oligosaccaridi di tipo complesso. 

Alcune glicoproteine a struttura complessa con- 
tengono una o più catene costituite da unità ripetu- 
te (anche 15 volte) di N-acetillattosammina (Galp1, 
- 4GIcNAc) unite fra di loro con legame B 14 3 gli- 
cosidico. L’unità disaccaridica più interna si lega ad 
un residuo di mannosio. Di queste glicoproteine è 
particolarmente ricca la membrana degli eritrociti 
umani. Altre glicoproteine complesse sono caratte- 
rizzate dalla presenza di una o più catene di acido 
polisialico, un omopolimero (fino ad oltre 50 unità) 
di acido sialico con legami a 2 > 8 glicosidici. Il 
residuo più interno di acido sialico è unito con lega- 
me a2-3 glicosidico al galattosio che è inserito a 
sua volta sul mannosio del pentasaccaride comune. 
Una glicoproteina ricca di acido polisialico è la mo- 
lecola di adesione cellulare nervosa (NCAN, “neu- 
ral cell adhesion molecule”), coinvolta nei proces- 
si di differenziazione del tessuto nervoso. 

Glicoproteine O-glicosilate. Il legame fra le due 
porzioni è O-glicosidico e si stabilisce fra un ammi- 
noacido idrossilato (di solito serina, treonina; più 
raramente tirosina, idrossiprolina, idrossilisina) ed 
una unità glucidica, 1’ N-acetilgalattosammina, co- 
me nella più frequente nelle glicoproteine-O-glico- 
silate dell’uomo: 


% 


c=0 


polipeptidica 





serina 


N-acetilgalattosammina 
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(a) Strutture biantennali contenute nella lattotransferrina 


NeuAca 2 -— 6 GalB 1 — 4 GIcNAcR 1 — 2 Mana 1 — 3 


Man 1 — 4 GlcNAcf 1— 4 GicNAcR1—- Asn 


NeuAca 2 — 6 GalB 1 — 4 GIcNAcR 1 — 2 Mana 1 — 6 


NeuAca 2 — 6 GalB 1 —- 4 GIcNAcR 1 — 2 Mana 1 — 3 


ManB 1 — 4 GicNAcR 1 — 4 GicNAcR 1 —- Asn 


6 GalB 1 — 4 GIcNAcR 1 — 2 Mano 1 — 6 
|X1,3 
Fuc 


NeuAca 2 — 6 GalB 1 — 4 GicNAcf 1 — 2 Mana 1— 3 


Man 1— 4 GIlcNAcR 1— 4 GieNAcR 1 — Asn 


6 GalB 1 — 4 GlcNAcR 1 — 2 Mana 1 — 6 


(b) Struttura triantennale contenuta nella tiroglobulina 


Mana 1 — 2 Mana 1 — 2 Mana 1 — 3 
» Manp 1 — 4 GIicNAcp 1 — 4 GicNAcR 1 —— Asn 
Mano 1 — 2 Mano. 1 — 3 $ 
Dr — 8 


Mana 1 —-2 Mana 16 
(c) Struttura tetraantennale contenuta nella eritropoietina 


Gal} 1 — 4 GlcNAcR 1 — 3 GalB 1 — 4 GIcNAcR 1— 6 & 

Mana 1—-3 
GalB 1 —- 4 GIcNAcR 1 — 3 GalB 1 —- 4 GIcNAcR 1 —2 
GalB 1 — 4 GICNACR 1 — 3 GalB 1 — 4 GicNAcR 1— 4 

Mana 1— 6 
Gal 1 — 4 GIcNAcR 1—- 3 GalB 1 — 4 GIcNAcB 1-2 


Figura 4.24 Strutture oligosaccaridiche presenti in alcune glicoproteine umane N-glicosilate 
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Figura 4.25 I tre tipi di glicoproteine N-glicosilate: tipo I, ad alto contenuto di mannosio; tipo Il 


a struttura complessa; tipo III, a struttura ibrida 
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Tabella 4.II 


Diversi tipi di glicoproteine O-glicosilate presenti in tessuti o secreti nell'uomo. 
unità ripetitive di condroitinsolfato/dermatansolfato/eparansolfato; Rj = oligosaccaridi di diversa struttura; 
“Epitelial Growth Factor”, fattore di crescita epiteliare; Xyl = xilosio; GIcA = Acido glucuronico; + = la 
none precedente al simbolo può o non può esserci. 





1osaccaride O- 
(mucine) | 
Nipo 1 | GalB1-3-GalNAc-a1 -Ser/Thr 
Mpo 2 | GalB1-3{GIcNAcB1-6)GalNAc-c11 -Ser/Thr [Cellule ematiche TT 
Tipo 3 | GIcNAcB1-3GalNAc-c1 -Ser/Thr Saliva e cellule del colore | 
ITipo 4 GIcNAcB1-3(GIcNAcR1-6), GalNAc-c.1 -Ser/Thr | Cellule a secrezione mucosa | 
Tipo 5 | GalNAca1-3 GalNAc-c1 -Ser/Thr i Meconio | 
ipo 6 | GalNAc B1-6 GalNAc-a.1 -Ser/Thr | Tessuto ovarico | 


Nipo 7 | GlceNAca] -6 GalNAc-a.1 -Ser/Thr | Tessuto bronchiale 


Schema strutturale | Esempi di proteine O-glicosilate 























| Secrezioni mucose 


au” _—o———_————— ‘tt iii | 
Nipo 8 | Gala1-3GalNAc-a.1 -Ser/Thr | Tessuto bronchiale 
a (glicosamminoglicani) | (R) GIcAB1-3-GalB1-3GalB1 -4Xyl-B1-Ser | Proteoglicani contenenti GIcA 
Noc 





Ulicosilazione singola | GIcNAcB1-Ser/Thr | Alcune proteine nucleari e citosoliche 





Î | - z È 
Noliglicosilazione | (R}) GIcNAc-B1-Ser/Thr | Alcune proteine (fetvina); sostanze di SET 


| po sanguigno 

I | Glca1-2 Gal-B1-Lys(OH) | Collagene | 
| NeuNAca2-3GalB1-4GIcNAcBR1 -2Man-c1 -Ser/Thr | a-Distroglicano | 
| Xyla:1-3Xylo1-3 + Glc-B1-Ser | Proteina dell’EGF (alcuni domini) | 
| NeuNAca2-6Galb1-4GIcNAcB1-3 + Fuc-a.1-Ser/Thr | Proteina dell’EGF (alcuni domini) | 
| GlcB1-3Fuc-0.1 -Ser/Thr | Trombospondina (T SR), modulo di itpo 1 | 


Oltre all’N-acetilgalattosammina sono implicati te oligosaccaridico glicanico che, da una parte, è 
nl legame O-glicosidico con l’amminoacido anche legato glicosidicamente al C-6 dell’inositolo dell’i- 
\losio, l’N-acetilglucosammina, il galattosio, il nositol-fosfatide inserito nella membrana e, dall’al- 
Mannosio, il glucosio e il fucosio (vedi Tabella 4.II). tra, al fosfato dell’etanolammina-fosfato, a sua vol- 
Al monosaccaride di aggangio alla proteina sono le- ta unito, con legame carboamidico ad un residuo di 
te altre unità saccaridiche con formazione di strut- acido aspartico della proteina. Le àncore GPI, ini- 
© anche ramificate talora di grande complessità. zialmente riscontrate nei batteri e nei protozoi, sono 
mpi di oligosaccaridi presenti in glicoproteine presenti anche nelle cellule di mammifero. Enzimi 
glicosilate umane sono riportati nella F 1g. 4.26. quali la fosfatasi alcalina, la 5°-nucleotidasi e l’ace- 
Nel proteoglicani la porzione glicosamminogli- tilcolinaesterasi sono legati, almeno in parte, alle 
ica è congiunta a quella proteica attraverso i/ frî- membrane attraverso questo dispositivo chimico. 

Qiccaride GalBI-3GalB1-4X)l e il resto di xilosio Nelle varie glicoproteine la percentuale in gluci- 


n legato B-glicosidicamente con il gruppo ossidrili- di varia fra 1°1 e 1°85% ed il numero delle sequen- 
me della serina. ze glucidiche fra 1 (ovoalbumina) e 800 (mucina 
Una particolarissima struttura glico(lipo)protei- della saliva). 
è rappresentata dal sistema di aggancio alla Diffuse in tutti gli esseri viventi, con l’esclusio- 


membrana plasmatica di alcune proteine, chiamato ne forse dei batteri, le glicoproteine sono presenti 
uncora glicanofosfoinositidica” (GPI). Questo si- sia nei liquidi extracellulari che nel contesto delle 
ma, illustrato nella Fig. 4.27, consiste in un pon- membrane. 
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(a) Mucina del secreto ghiandolare 
sottomascellare 


Neu Ac a2 — 6 GalNAc pB1 — si (Thr) 


(c) IMmunoglobuline IgA 


Gal BI — 3GalNAc 1 — Sér(Thr) 


(e) Sostanze di gruppo sanguigno 
(Le?) 


— 
C (H) rio 
VAR Fuc Fuc 
A GalNAcot —3 | 1-2 | cd 
dea Bi — a GicNAchi —3 
B Gal 1 — 3 * 


7 >® 
A GalNAc a1 — 3 
dea Bi — 4GIcNACRI — 6 


B Galoi1 — 3 | 1-2 | 1-3 


Fuc Fuc 
_) 


Figura 4.26 Strutture oligosaccaridiche presenti in alcune glicoproteine umane O-glicosilate 


Nella sostanza di gruppo A su ciascuno dei residui di galattosio contrassegnato con l'asterisco è legata una unità € 
GalNAc. Nella sostanza di gruppo B sugli stessi residui è legata una unità di Gal. Nella sostanza di gruppo H sut 
stessi residui è legata una unità di Fuc. Nella sostanza di gruppo Lewis a(Lea) sul residuo di GIcNAc* è legata um 
unità di Fuc. Nella sostanza di gruppo Lewis b(Leb) si cumula la caratteristica chimica dei gruppi H e Lewis a. 


Importanza biologica delle glicoproteine. Le 
glicoproteine di membrana svolgono funzioni mol- 
to importanti per la coesione tissutale, per il ricono- 
scimento intercellulare e per i fenomeni immunita- 
ri. Le singole unità saccaridiche, o ben definite se- 
quenze saccaridiche, possono essere riconosciute 
da proteine interagenti originandosi interazioni spe- 
cifiche. I saccaridi fungono quindi da molecole ‘“se- 
gnale” per interazioni intermolecolari. Per la loro 
estrema idrofilicità le catene glucidiche delle glico- 
proteine sporgono dalle superfici della membrana, 
generalmente da quella esterna, come microscopi- 
che antenne, protrudentisi nello spazio intercellula- 
re a contatto con quelle delle cellule attigue. La por- 
zione glucidica delle glicoproteine, oltre che orien- 
tare le glicoproteine nell’ambito delle membrane, 
contribuisce primariamente a determinare la desti- 
nazione delle glicoproteine neosintetizzate verso le 
sedi residenziali. 


(b) Fetuina 


Gal Bi — 3 GicNAc pi — Ser (Thr) 
| 012-3 
Neu Ac 


| 012-3 
Neu Ac 


(d) Mucina del secreto ghiandolare 


Gal B1 — 3 GalNAc p1 — 3 Gal BI—-3 GalNAc B— Ser (Thr) 


| p1-6 
GlcNAc 
| Bia 
Gal 
Gal 
| B1-4 
GlcNAc 
| B1-6 
Gal BI — 3 GicNAcRI — 3 Gal Bi — 3 GicNAc Bi — Ser (Tm 
Ì pia ; 
GIlcNACc 
| B13 
Gal 







Tipiche glicoproteine di membrana sono le gf 
coforine degli eritrociti e la fibronectina. 

Le glicoforine A, B, C sono glicoproteine con ? 
singolo segmento transmembrana a-elicizzato (€ 
stituito da una ventina di residui di amminoacidi) 
peso molecolare di 31.000, 23.600, e 28.000, risp 
tivamente. La glicoforina A, che è la forma prin 
pale, contiene 131 residui amminoacilici e presen 
sul segmento N-terminale protrudente all’ester 
della superficie eritrocitaria, 16 siti di attacco « 
altrettante catene oligosaccaridiche, costituenti ci 
ca il 60% della massa molecolare (Fig. 4.28). | 
queste catene, ricche di acido sialico, una è inserì 
con legame N-glicosidico, tutte le altre con legan 
O-glicosidico. La porzione C-terminale della glict 
forina, che si estende nel citosol, interagisce con 
sistema del citoscheletro eritrocitario (proteina 4. 
e spectrina). 

Altra glicoproteina interessante è la fibroneci 
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1 — 4GlieNo1 — elnositolo 1 


MEMBRANA PLASMATICA 


figura 4.27 Ancoraggio di proteine alla membrana plasmatica attraverso un ponte glicano-fosfoi- 


nositidico (GPI) 


GPI riportato nella figura è quello comunemente presente nei protozoi, quali i tripanosomi. In questi GPI è anche 


nossibile avere un acile attaccato all’inositolo, come pure a 


ltre unità saccaridiche legate ad uno o più dei residui di 


golottosio. Nei GPI dei mammiferi, compreso l’uomo, manca la catena laterale tetragalattosidica inserita sul C3 del 


monnosio più interno, e può essere presente un ulteriore residuo di fosfoetanolamina inserito su un mannosio inter- 


MO 


> 


mi. Questa, legandosi da una parte alle fibre di col- 
lagene e dall’altra alle membrane cellulari “àncora” 
‘e cellule alla matrice intercellulare. I legami tra fi- 
Monectina e collageno sono formati dalla lisil-ossi- 
ilisi, e sembrano essere i principali responsabili 


ilelle modificazioni necessarie alle cellule maligne 


ner l'invasione metastatica e la localizzazione delle 
metastasi negli organi bersaglio. Formando inoltre 


catena 


glicidica catene 


> + af glicidiche 










YYYii, 


legami crociati con la fibrina del coagulo del san- 
gue, predispone l’inserimento delle cellule tissutali 
circostanti e l’inizio del processo di riparazione del- 
le ferite. 


Mentre la porzione proteica delle glicoproteine 
viene sintetizzata secondo i canoni della sintesi pro- 
telca, così che la sua struttura è sotto il controllo di- 


superficie esterna 


catena polipeptidica 


00° 


_ 
DZ UL” 


superficie interna 


figura 4.28 Rappresentazione schematica della glicoforina A eritrocitaria 


estremità N-terminale sporge dalla superficie esterna e lega 16 catene glicidiche ricche di acido sialico che si proiet- 


tino nello spazio esterno. l'estremità C-terminale sporge dal 


la superficie interna e la porzione intermedia, costituita in 


wevolenza da residui di amminoacidi idrofobici è nello spessore della membrana eritrocitaria. 
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retto del codice genetico, la porzione glucidica vie- 
ne sintetizzata dalle g/icosiltrasferasi senza alcun 
controllo genetico diretto. E per questo che glico- 
proteine con identica sequenza di amminoacidi pos- 
sono avere differenti porzioni glicidiche. 


Fosfoproteine 


Sono proteine contenenti residui di acido fosfo- 
rico, generalmente esterificati con gli ossidrili alco- 
lici di residui di serina, treonina e tirosina, che con- 
feriscono loro carattere acidico (pI = 4-5). 


NH o- NHH 


| f | | _,0Hs 
ph TUTTO ille A Dr 
sù É 
c=0 O c=0 0_R=0 
i O7 
fosfoserina fosfotreonina 
NH o- 
| / 
H_-G_-GH, O-P=0 
| L'ipa 
c=O O 


fosfotirosina 


Largamente diffuse in tutte le cellule, vi svolgo- 
no funzione di sostegno, di riserva, di catalisi enzi- 
matica, o di segnalazione di messaggi ormonali. 
Fra le fosfoproteine di sostegno ricordiamo la den- 
tina dei denti, caratterizzata da elevata affinità per 1 
Ca?* ioni. Delle fosfoproteine di riserva le più im- 
portanti sono la caseina del latte e la fosvitina del- 
l’uovo. La caseina del latte è in realtà un insieme di 
proteine ognuna caratterizzata da un determinato 
PM e da un determinato contenuto in fosforo. La 
percentuale del fosforo della caseina del latte bovi- 
no è dello 0,95%, quella del latte umano dello 
0,5%. Il fosfato della caseina è legato alla serina. In 
particolare sono presenti sequenze di serine fosfori- 
late e acido glutammico [Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu- 
Glu], a carica fortemente negativa, che chelano i0- 
ni Ca?* e conferiscono alla caseina anche il ruolo di 
trasportatore di Ca?* facilmente assorbibile. Oltre 
al fosfato, la caseina contiene residui di glucidi (fo- 
sfoglicoproteina), raggruppati in catene àncorate su 
residui prossimi all’estremità C-terminale della ca- 
tena polipeptidica. Le caseine sono proteine prive 
di struttura terziaria, essendo costituite da catene 


polipeptidiche a conformazione disordinata (ran 
dom coiled). Questa conformazione rende le casel» 
ne molto suscettibili all’attacco idrolitico delle pro» 
teasi ed alla conseguente rapida liberazione degli 
amminoacidi costituenti; questa proprietà è in linea 
con la loro funzione nutrizionale. 

La fosvitina del tuorlo d’uovo vi costituisce ana: 
logamente la principale riserva di fosforo. Caseint 
e fosvitina sono importanti proteine di riserva n 
cessarie per lo sviluppo dei giovani animali. 

Le fosfoproteine catalitiche sono rappresentate 
da numerosi enzimi fosforilabili (glicogeno fosfori 
lasi, glicogeno sintetasi, fosfoglucomutasi, lipasi 
adipolitica, piruvato deidrogenasi, ecc.) che consi 
dereremo a proposito delle relative reazioni met 
boliche. La fosforilazione di questi enzimi rappre 
senta in genere un dispositivo per la regolazione 
della loro attività. A /atere della regolazione per f@ 
sforilazione di enzimi veri e propri, anche alcune 
proteine non enzimatiche, ma facenti parti di casca 
te di segnalazione a valle di messaggi ormonali, 
possono essere fosforilate. Esempi possono essert 
la proteina Grb2, un adattatore molecolare che col 
labora alla trasduzione del messaggio di ormoni ad 
azione proliferativa e differenziativa, o la proteim 
IRS-1 (insulin receptor substrate-1), una protein 
di elevato peso molecolare che collabora alla segni 
lazione a valle del recettore dell’insulina, legando è 
reclutando, in seguito alla sua fosforilazione multt 
pla, moltissime proteine che coordinano la rispostà 
cellulare alla insulina. 











IMMUNOGLOBULINE 


Significato e funzione. Le immunoglobulii 
comprendono una vasta famiglia di proteine adi 
te alla risposta immune, cioè a quella linea di dif 
sa che l’organismo mette in atto per arginare l’invi 
sione di sostanze estranee: es. proteine esogene, WI 
rus, batteri. Prodotte dai linfociti B, le immunogk 
buline si legano alle sostanze estranee per elimini 
le per precipitazione o per “segnalarle” per la d 
struzione ai macrofagi. 

Le sostanze che evocano la risposta immune $ 
no gli antigeni e gli anticorpi sono le immunogli 
buline che ne vengono evocate e che vi si leganti 
Un composto di ampie dimensioni, per esempio ll 
proteina, evoca in genere la formazione di dive 
anticorpi, ciascuno capace di legarsi specificamt 
te a particolari siti della superficie dell’antiget 
denominati determinanti antigenici o epito@ 
Epitopi possono essere, appunto, segmenti di ul 
catena polipeptidica, oppure sequenze glucidicl 
(in un polisaccaride o in una glicoproteina). 
















Gli antigeni formano con gli anticorpi corri- 
spondenti dei complessi non covalenti “antigene- 
anticorpo”, più facilmente eliminabili degli antige- 
ni stessi da parte dei fagociti. 

L’aptene è una piccola molecola, di per sé inca- 
pace di evocare produzione di anticorpi, ma che, le- 
sata ad una molecola (carrier) dotata di determinan- 
ti antigenici può evocare la produzione di un anti- 
corpo. Una volta che l’anticorpo si è formato, l’ap- 
tene mantiene la capacità di legarvisi anche dopo 
distacco dal carrier. 

Caratteristica peculiare della risposta immune è 
la sua straordinaria versatilità, essendo capace di ri- 
spondere ad un grande numero di antigeni. Inoltre, 
ogni singolo animale può rendersi immune simulta- 
neamente contro differenti antigeni. Se ne deduce 
che l’organismo dispone di un enorme numero di 
anticorpi, ciascuno caratterizzato da una peculiare 
sequenza di amminoacidi, in grado di rispondere ad 
ogni tipo di antigene. Come questa immensa diver- 
sità di anticorpi possa realizzarsi è spiegato dalla 
teoria della selezione clonale oggetto della immu- 
nologia. 


Struttura. L’unità fondamentale delle immuno- 
globuline, rappresentata nella Fig. 4.29, consiste di 
due catene polipeptidiche ‘“/eggere” o L (ciascuna 
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di PM 23.000) e di due “pesanti” o H (ciascuna di 
PM compreso tra 53.000 e 75.000 a seconda della 
classe di immunoglobulina). A ciascuna delle cate- 
ne H è attaccata una frazione glucidica variabile, a 
seconda della classe delle immunoglobuline, fra 1l 2 
ed il 12% del peso dell’intera molecola. Le due ca- 
tene H sono tenute insieme da due legami disolfu- 
ro intercatena e ciascuna catena H è ancorata ad 
una catena L con un ponte di solfuro. Ciascuna ca- 
tena H e L è, a sua volta, tenuta ripiegata da legami 
disolfuro intracatena (due per ogni catena). 

Un confronto delle sequenze di amminoacidi ne- 
gli anticorpi evocati da antigeni diversi ha messo in 
evidenza regioni molto simili, se non identiche (re- 
gioni costanti), ed altre altamente variabili. Le re- 
gioni variabili sono le sequenze N-terminali della 
catene H ed L (Fig. 4.29), le regioni costanti sono 
rappresentate dalle rimanenti porzioni, verso l’e- 
stremità C-terminale delle stesse catene H e L. Le 
catene H, in prossimità della zona di ancoraggio al- 
le catene L, posseggono un breve segmento, detto 
“regione di cerniera”, a livello del quale sono pre- 
senti legami carbammidici suscettibili all’azione 
idrolitica della papaina e della pepsina. A seguito di 
questa azione l’immunoglobulina si rompe in fram- 
menti: due, contenenti una parte delle catene H e le 
catene L con le loro porzioni variabili, capaci di le- 


CATENA 
N LEGGERA (L) 


N )/ 


PORZIONE 
VARIABILE 


Siti di ina ra 
con pepsina o papaina 


FC 








= Porzione glucidica 


CATENA 
PESANTE (H) 


GC C 


Figura 4.29 Schema semplificato di una immunoglobulina (IgG), costituita da due catene pesanti 
connesse da ponti disolfuro e da due catene leggere 


e porzioni variabili delle catene, che hanno appunto una composizione di amminoacidi variabile, contengono il si- 


io di legame con l’antigene. 
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Tabella 4.III 





Composizione delle varie classi di immunoglobuline umane. 






gare l’antigene (frammenti FAB) ed uno, contenen- 
te solo parti comuni di catene H (frammento Fc). 
Le catene L, di due tipi a uguale peso molecolare, 
sono ugualmente rappresentate nelle diverse classi 
di immunoglobuline, mentre le catene H sono di- 
verse nelle varie classi (vedi Tabella 4.II). 


Le classi di immunoglobuline. Le classi di im-e 
munoglobuline presenti nel sangue umano sono 
elencate qui accanto (Tabella 4.III), insieme con i 
numeri (in parentesi) che indicano le corrisponden- 
ti percentuali: IgG (80), IgA (12), IgM (7), IgD e 
IgE (1 per cento, insieme). 

La classe più importante ed abbondante è costi- 
tuita dalle IgG nota anche come Y-g/obuline. 


Catene u pesanti 





IgM 


Figura 4.30 Organizzazione strutturale delle IgM e delle IgA 


Si noti la frequenza di ponti disolfuro intercatena e la presenza sia nelle IgM sia nelle IgA della catena di interconnes: 


sione J (“joining chain”). 


Ya; Ya da (Waka) 
(ca, 9) je, (0, nf 
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Le IgG che consistono di una sola unità fonda 
mentale (monomeri), possono attraversare facil. 
mente le pareti dei capillari per entrare nel liquido 
interstiziale. Attraversano facilmente anche la bar: 
riera della placenta, trasferendo così al feto parte 
della protezione immune materna. La loro forma 
zione in risposta all’antigene è tuttavia lenta (10 
giorni circa); nel frattempo sopperiscono le IgM la 
cui formazione in risposta all’antigene è molto più 
rapida (2-3 giorni). Le IgM sono le immunoglobu» 
line con le dimensioni molecolari maggiori: consta» 
no infatti di 5 subunità tenute insieme da ponti di» 
solfuro tra le catene pesanti di subunità contigue è 
da una catena supplementare detta catena J (vedì 
Fig. 4.30). 
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Figura 4.31 Tracciato elettroforetico su gel di agarosio del siero (A) e, in comparazione, del siero 
e delle urine anche mediante immunofissazione (B), in un paziente affetto da mieloma multiplo 


E evidente la presenza di una immunoglobulina monoclonale identificata come IgG k nel siero e come catene legge- 
re pure k (proteine di Bence Jones) nelle urine. Ab: albumina; @1, 02, 1, B2, y: distinte globuline; Ctrl: soggetto con- 
rollo normale; S: siero, U: urine; IFIX: immunofissazione. (Resa cortesemente disponibil dal Prof. G. Merlini). 


Le IgA, dimeri della subunità fondamentale le- 
gati fra di loro con una catena di connessione (cate- 
na J, “joining chain”), sono presenti nel siero e 
nelle secrezioni (saliva, sudore, lacrime, colostro) 
come tali o legate all’antigene che così viene elimi- 
nato. Nel caso delle IgA delle secrezioni, nel lega- 
me tra le due subunità fondamentali è coinvolto, ol- 


tre alla catena J, anche un “componente” secretorio. 
Delle IgD e IgE, presenti soprattutto sulla super- 
ficie dei linfociti B, si conosce ancora poco. 
Elevati valori delle immunoglobuline si riscon- 
trano nel sangue dei pazienti affetti da infezioni 
croniche, o da epatopatie, o da altre forme morbose 
croniche, quali l’artrite reumatoide. Poiché ogni in- 
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Figura 4.32 Reazioni di glicazione non enzimatica delle proteine con formazione del prodotto 


Amadori 


È pure indicato un prodotto di glicazione finale (AGE), il FFI, formato con il coinvolgimento di resti di lisina. Si ne 
che questo prodotto funge da ponte fra differenti catene polipeptidiche. 


fezione induce l’aumento di una determinata immu- 
noglobulina, questo può fornire una utile indicazio- 
ne per la diagnosi. 

Una particolarmente intensa produzione di im-e 
munoglobuline, o delle loro catene leggere o pesan- 
ti separate, si ha nel mieloma multiplo o plasmaci- 
toma, una neoplasia plasmacellulare del midollo 0s- 
seo che porta alla progressiva distruzione delle 0s- 
sa. La concomitante disfunzione del midollo osseo 
è responsabile dello stato anemico che si ha in que- 
sta malattia e della insufficiente produzione di anti- 
corpi normali che rende i pazienti particolarmente 
sensibili alle infezioni. Nella Fig. 4.31 (A) è ripor- 
tato il tracciato elettroforetico su gel di agarosio del 
siero di un paziente affetto da mieloma multiplo se- 
cernente una immunoglobulina monoclonale IgG k 
(banda molto pronunciata nella zona delle y-globu- 
line), presente nella concentrazione di 45 g/L. Nella 
parte (B) della stessa figura sono esposti i tracciati 
elettroforetici, sempre su gel di agarosio, del siero e 
delle urine dello stesso paziente (anche dopo immu- 
nofissazione), attraverso i quali è possibile identifi- 
care la immunoglobulina monoclonale patologica 
come IgG k nel siero, e come catene leggere libere, 
pure k, nelle urine. 


PROTEINE GLICATE 


Le proteine possono spontaneamente reagire con 
il glucosio o altri monosaccaridi, con formazione di 
prodotti di condensazione, nei quali un residuo di 
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origine saccaridica è covalentemente legato alla pit 
telna: donde il termine di proteine glicate o, imp 
priamente, proteine glicosilate. Nelle proteine glié 
te il legame tra il saccaride e la proteina non è di 1 
po glicosidico e si forma in assenza di enzimi, me 
tre nelle glicoproteine è glicosidico e si forma s0 
in presenza di enzimi. Molte sono le proteine c 
vanno incontro a glicazione: emoglobina, albumin& 
lipoproteine a bassa e alta densità, antitrombina || 
fibrinogeno, fibrina, catepsina B, esosaminidasi, 
bonucleasi pancreatica, ferritina, collagene, tubull 
na, proteine della membrana eritrocitaria, dell 
membrana delle cellule endoteliali, della mielini 
della membrana basale glomerulare, delle arterie c0 
ronariche, del cristallino. La prima reazione del pri 
cesso di glicazione (Fig. 4.32) consiste nella forma 
zione di una base di Schiff fra il gruppo riducent 
del glucosio (o di altro monosaccaride) e un gruppt 
amminico della proteina (gruppo amminico N-tet 
minale; gruppo e-amminico della lisina; gruppo am 
minico della porzione guanidinica dell’arginina). 
La reazione, che è reversibile, procede rapida 
mente fino a raggiungere l’equilibrio. La base di 
Schiff va poi incontro a un lento riarrangiamento 
intramolecolare con formazione di un prodotto stà 
bile (prodotto di Amadori). Il prodotto di Amado 
st modifica ulteriormente, e, sempre lentamente 
genera composti di glicazione finali (detti AGf 
“advanced glycation end-products ”’), di solito colo 
rati, fluorescenti e idonei a formare legami crocialt 
con proteine o altre macromolecole contenenti 
gruppi aminici liberi. La possibilità che il process@ 
di glicazione raggiunga lo stadio del prodotto di 
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Amadori o degli AGE dipende dalla vita media del- 
le proteine interessate. Se la proteina ha un periodo 
di dimezzamento di giorni o di qualche settimana 
(come nel caso dell’albumina) essa viene degradata 
prima che si compiano le lente modificazioni che 
conducono agli AGE, e la glicazione si ferma allo 
stadio del prodotto di Amadori. Invece le proteine 
di più lungo tempo di dimezzamento (il collagene, 
le proteine della mielina e quelle del cristallino) 
possono glicarsi fino allo stadio degli AGE. La sin- 
drome diabetica è la condizione patologica in cui la 
elicazione proteica è particolarmente rilevante. In 
particolare aumenta fortemente la concentrazione di 
quattro forme di emoglobina glicata, la HDA,,, 
HbA 1a2 HbA yy) e HbA,.. L’HbA,, che è la più stabi- 
le e abbondante, è il prodotto di Amadori derivante 
dalla condensazione del glucosio con il gruppo am- 
minico della valina terminale della catena }-globi- 
nica. Le forme glicate dell’emoglobina tendono ad 
avere una maggiore affinità per l’ossigeno e quindi 
a rilasciare meno facilmente l’ossigeno a livello pe- 
riferico. La concentrazione dell’HbA,,, normal- 
mente al di sotto del 7% dell’emoglobina totale, 
può costituire anche più del 15% dell’emoglobina 
totale nei soggetti diabetici con cattivo controllo 
metabolico. Pertanto l’elevazione del contenuto di 
HbA,c oltre il livello normale è un indicatore bio- 
chimico clinico di esposizione prolungata ad iper- 
glicemie, e quindi di cattivo controllo metabolico. 
Anche l’albumina glicata è aumentata nei soggetti 
diabetici metabolicamente non compensati. 
L’HbA,, e l’albumina glicata sono due impor- 
tanti indicatori biochimici nel controllo metabolico 
del paziente diabetico: l’albumina glicata segnala 
l'insorgenza di stati iperglicemici in tempi recenti 
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(1-2 settimane), l'HbA,,, in tempi più lontani (1-2 
mesi). Alla glicazione delle proteine, soprattutto di 
quelle longeve (con conseguente aumento dei lega- 
mi crociati fra le stesse proteine) viene attribuito un 
ruolo importante anche nella patogenesi delle com- 
plicanze diabetiche, con particolare riferimento al- 
l’accumulo di fibrina in molti tessuti, all’opacizza- 
zione del cristallino, all’ispessimento della mem- 
brana basale glomerulare, alla lesione dei nervi pe- 
riferici 
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CAPITOLO 


Cromoproteine 
trasportatrici di ossigeno 


(a cura di P Chiarugi) 





Negli animali superiori il trasporto dell’ossigeno da parte di specifiche molecole 
vettrici è condizione imposta dalla bassa solubilità dell’ossigeno in acqua, inadeguata 
all’entità di rifornimento richiesta dalle cellule. L’emoglobina, contenuta nei globuli 
rossi del sangue, trasporta l’ossigeno dell’aria dai polmoni ai tessuti. Grazie all’emo- 
globina la capacità di trasporto di un litro di sangue passa da 5 (in assenza di emoglo- 
bina) a 250 ml di O,. La mioglobina, contenuta principalmente nelle fibrocellule del 
miocardio e del muscolo scheletrico, vi costituisce una riserva di ossigeno, ma anche 
un trasportatore che ne facilita la diffusione intracellulare. Emoglobina e mioglobina 
assolvono a questi compiti legandosi reversibilmente con l’ossigeno molecolare (0). 

Emoglobina e mioglobina sono proteine coniugate, costituite cioè da una porzione 
proteica specifica (la globina) e da un gruppo prostetico (/’eme), che, nel caso speci- 
fico, conferisce il caratteristico color rosso (donde la denominazione di cromoprotei- 
ne). 


EME 


Nella mioglobina e nella emoglobina l’eme costituisce il sito di legame con l'ossi- 


L’eme è una ferroprotoporfirina, un chelato dello ione ferroso (Fe?*) con la proto- 


 porfirina IX; per questo viene anche denominato protoeme. 


Le porfirine sono derivati della porfina, composto ciclico formato da 4 anelli pir- 
rolici legati fra loro da ponti metinici (Fig. 5.1A). Per sostituzione degli 8 H angolari 
della porfina (numerati da 1 a 8 nella Fig. 5.1A) con gruppi sostituenti vari, si otten- 


‘gono le protoporfirine. Nelle protoporfirine i gruppi sostituenti sono: 4 metili, 2 vini- 
_ li e 2 propanoili, che possono essere sistemati in 15 modi differenti, dando origine ad 
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Figura 5.1 A e B, Formule di struttura della porfina e della protoporfirina IX 
V = -CH=CHp (vinile); P = —CHy —CHy -COOH (propanoile); M = CH; (metile). 


altrettante protoporfirine isomeriche. La protoporfi- 
rina IX è l’isomero avente la disposizione dei grup- 
pi sostituenti riportata nella Fig. 5.1B. Nello spazio 
interno del nucleo protoporfirinico, denominato 
spazio tetradentato per l’immagine dei quattro den- 
ti degli anelli pirrolici, è sistemato uno ione ferroso 
(Fe?*) legato ai 4 azoti pirrolici da altrettanti legami: 
coordinativi (Fig. 5.2). 

Nel momento in cui lo ione ferroso spiazza i due 
protoni dissociabili dai due anelli pirrolici II e IV 
(Fig. 5.1B) si lega con legami coordinativi anche 
con gli azoti terziari degli altri due anelli I e III. 
Infatti essendo la protoporfirina una struttura riso- 
nante, le due cariche negative sugli N dei due pirro- 
li II e IV, derivanti dalla dissociazione dei due pro- 
toni, sono ugualmente distribuite su tutti gli anelli 


di 





Figura 5.2 Formula di struttura completa (a) e semplificata (b) dell’eme libero 
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pirrolici; il Fe?* risulta quindi legato in modo ide 
tico ai quattro anelli. Nell’eme libero i restanti dw 
legami coordinativi (il ferro ha numero di coordint 
zione 6) sono impegnati da due molecole di acqu 

Come si può rilevare dalla Fig. 5.2 i quattro lè 
gami coordinativi fra Fe°* ed anelli pirrolici giat 
ciono su un piano, gli altri due sono diretti perpent 
dicolarmente sopra e rispettivamente sotto det 
piano. 

L’eme, o ferroprotoporfirina IX per la presen 
del ferro bivalente, ha carica netta 0; infatti le di 
cariche positive del Fe?* neutralizzano le due cani 
che negative derivanti dalla deprotonazione dei di 
N pirrolici (Fig. 5.1). 

Quando nella protoporfirina invece che lo i0 
Fe?* si sistema lo ione ferrico Fe?* si ha l’emina, 
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Figura 5.3 Struttura schematica dell’eme e del- 
l'emina 





\wriprotoporfirina, dotata di una carica netta posi- 
tiva ed esistente quindi come catione: per esempio 
cloruro di emina (Fig. 5.3). Cristalli di emina si for- 
mano scaldando una soluzione di emoglobina con 
acido acetico e cloruro di sodio. Questo procedi- 
mento viene frequentemente usato in medicina le- 
gale per il riconoscimento di tracce di sangue. 


MIOGLOBINA 


La mioglobina è una cromoproteina globulare, 
avente un PM = 17.815, costituita da una proteina 
iwlobina) legata non covalentemente con un eme. 

La globina è costituita da una catena polipeptidi- 
en di 153 amminoacidi, contenente 8 segmenti di 0- 


elica (comprendenti circa il 75% degli amminoaci- * 


di) (Fig. 5.4). Questi 8 segmenti, composti da 7 a 26 
residui amminoacidici ciascuno, vengono indicati 
con le lettere maiuscole da A a H. La posizione dei 
residui nella molecola della mioglobina viene indi- 
cnta sulla base della loro posizione nei segmenti eli- 
coidali od interelicoidali. Per esempio F$ è l’ottavo 
residuo del tratto elicoidale F, a partire da quello N- 
terminale, FG3 indica il terzo residuo, sempre a 
partire dal N-terminale, del tratto interelicoidale 
che collega i segmenti elicoidali F e G. 

Nonostante sia priva di residui di cisteina e non 
disponga quindi di legami disolfuro (-S-S—) che 
conferiscono compattezza a molte proteine (es. in- 
ulina) la mioglobina, e così pure ciascuna delle 
subunità dell’ emoglobina, è una molecola estrema- 
mente compatta. E stabilizzata infatti da numerose 
interazioni idrofobiche fra residui di amminoacidi 
polari (leucina, valina ecc.) all’interno della mole- 
cola. Alla superficie sono invece esposti i residui 
degli amminoacidi polari (aspartato, lisina ecc.) che 
reagiscono con l’acqua prevenendo l’associazione 
con un’altra molecola di mioglobina. 


Di conseguenza la molecola della mioglobina è. 


volubile in acqua pur essendone impermeabile. 
anno eccezione due residui di istidina che, pur es- 
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Figura 5.4 Rappresentazione schematica della 
molecola della mioglobina 


Gli 8 segmenti elicoidali sono indicati con le lettere 
maiuscole da A ad H. 

l'eme, indicato dal profilo del disco, è sistemato in una 
tasca idrofobica della porzione proteica, con la quale 
contrae legami idrofobici in profondità ed eteropolari in 
superficie. 


sendo polari, sono localizzati all’interno della mo- 
lecola, a ridosso dell’eme. Quest’ultimo è sistema- 
to in una tasca idrofobica della molecola globinica, 
lasciando esposti in superficie i residui propanoilici 
che contraggono legami eteropolari con due residui 
di lisina della globina (Fig. 5.4). 

Nell’interno della molecola della globina, il fer- 
ro (Fe?') dell’eme è legato con uno dei sei legami 
coordinativi ad uno dei residui interni di istidina 
(Hys F8), chiamata istidina prossimale, l’altro lega- 
me, perpendicolare al piano dell’eme ed opposto al 
primo, lega una molecola di O, nella mioglobina 
ossigenata (Fig. 5.5), mentre rimane libero nella 
mioglobina non ossigenata. In altre parole i due 


elettroni spaiati del Fe?* rimangono tali fino a che 


una nuova molecola di O, vi si leghi. Il legame del- 
la molecola di ossigeno al sesto sito di coordinazio- 
ne dello ione ferro causa un riordinamento degli 
elettroni del ferro che diventa più piccolo e può 
spostarsi nel piano della porfirina. Il legame del- 
l’ossigeno al ferro dell’eme è accompagnato dal 


parziale trasferimento di un elettrone dallo ione fer- 


roso all’ossigeno. La struttura che si forma è di fat- 
to un complesso tra lo ione ferrico e lo ione supe- 
rossido e, per evitare possibili danni causati dal ri- 
lascio dello ione superossido, nella tasca idrofobica 
in cui è alloggiato l’eme di trova un altro residuo di 
istidina (Hys E7) chiamata istidina distale, che for- 
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ma un legame ad idrogeno con l’ossigeno stesso. In 
questo modo la componente proteica della mioglo- 
bina controlla la reattività intrinseca dell’eme, ren- 
dendolo più adatto a legare reversibilmente l’ossi- 
geno. Recentemente è stato infatti dimostrato come 
l’istidina distale controlli l’ingresso e l’uscita del 
substrato tramite uno “switch” strutturale che per- 
mette di accedere alla tasca distale. 


Poiché la funzione della mioglobina è quella di 
legare reversibilmente l’ossigeno molecolare (0,) e 
questa funzione viene esplicata dall’eme, la porzio- 
ne proteica potrebbe sembrare superflua. In realtà 
l’eme isolato lega 1'O, ma solo fugacemente, in 
quanto, allorché esposto all’acqua, viene sponta- 
neamente ossidato ad emina (Fe?*), incapace di te- 
ner legato 1’O;. La funzione della globina è infatti 
quella di creare intorno all’eme un ambiente rigo- 
rosamente idrofobico, tale da preservare il ferro 
nello stato ridotto e quindi di rendere duraturo, an- 
che se reversibile, il suo legame con l’O; Inoltre la 
globina fa diminuire, indebolendone il legame con 
il Fe, di ben 100 volte l’affinità per 1’O, consenten- 
done il rilascio fisiologico. Analogamente alla emo- 
globina, la mioglobina può legarsi al CO (ossido di 
carbonio) con un’affinità 200 volte superiore a 
_ quella dell’ossigeno. 

La mioglobina è contenuta nelle fibre rosse del 
muscolo scheletrico ed in ancor più elevata concen- 
trazione in quelle del miocardio. La sua funzione è 
quella di trasferire l'ossigeno portato al muscolo 
dall’emoglobina alla citocromo ossidasi mitocon- 
driale. Per questo la mioglobina ha per l’ossigeno 
un’affinità superiore a quella della emoglobina (ve- 
di curva di dissociazione, Fig. 5.7), ma inferiore a 
quella della citocromo ossidasi. In altre parole, l°e- 


moglobina cede spontaneamente l’ossigeno alla 
mioglobina e questa alla citocromo ossidasi. 

Nel contempo la mioglobina costituisce un de- 
posito di O, nell’ambito delle fibrocellule muscola- 
ri. Le due funzioni (trasporto e deposito) sono in ef- 
fetti strettamente connesse, prevalendo quella di 
trasporto nelle condizioni di normale ossigenazione 
e quella di deposito in condizioni di “debito di ossi- 
geno”. 

La mioglobina fu studiata per la prima volta dal 
vincitore del premio Nobel John Kendrew, nei tes- 
suti di cetaceo. Infatti questa proteina specializzata 
nell’accumulo di ossigeno viene utilizzata da alcu- 
ni animali marini come i cetacei per trattenere una 
maggiore quantità di ossigeno di riserva e quindi re- 
sistere più a lungo senza respirare nelle immersioni. 


EMOGLOBINA 


Struttura 


L’emoglobina (PM 64.500) è una proteina tetra- 


merica, costituita da 4 subunità, ciascuna composta 


da una porzione proteica (globina) e da un eme. 
L’emoglobina dell’uomo adulto è costituita da 4 
globine, due di tipo 0. e due di tipo B. Per questo l’e- 
moglobina dell’adulto (indicata come HDA,, per di- 
stinguerla da altri tipi di emoglobina) è rappresenta- 
bile con la formula 0 (Fig. 5.6). L’emoglobina 
deriva dall’associazione dei due dimeri a.jB2e 0,f;. 
Le subunità a. sono composte di 141 residui di am- 
minoacidi, quelle B di 146. Nell’età adulta viene 
espressa anche la emoglobina HbA,, rappresentata 
dalla formula 06, , seppure rappresenti il 2% circa 
della emoglobina totale. 


Le subunità della emoglobina presentano una 
notevole analogia strutturale con la mioglobina, 
nonostante la notevole diversità della natura degli 
amminoacidi nella sequenza primaria. Infatti con- 
tengono anch’esse 8 segmenti a-elicizzati (A-H) 
che raccolgono il 75% degli amminoacidi costituti- 
vi totali. Mioglobina, subunità a e B della emoglo- 
bina sono codificate da geni diversi, anche se pro- 
babilmente evolventi da un unico gene primitivo. 

Una significativa differenza fra mioglobina è 
subunità della emoglobina è data invece dalla natu- 
ra dei residui superficiali. Ciò rientra nella logica 
delle rispettive conformazioni: la mioglobina, mo- 
nomero, espone in superficie residui (polari) capaci 
di intereagire con l’acqua e di prevenire nel con- 
tempo, mediante repulsione di carica elettrica, 1’as- 
sociazione con altre molecole di mioglobina. I resi- 








Figura 5.6 Emoglobina 
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Struttura quaternaria: 4 catene peptidiche, 20 e 2, ciascuna portante un eme, associate come dimeri ojB9 e Pi. 


dui superficiali delle subunità di emoglobina sono 
invece predisposti a formare legami (idrogeno ed 
apolari) con le altre tre subunità nell’ambito della 
struttura quaternaria. 

L’associazione delle 4 subunità nella emoglobi- 
na è tale che ogni subunità a è in stretto contatto 
con le due subunità PB e viceversa; vi è invece scar- 
sa interazione fra subunità o e ve Pe p. Per questo 
la dissociazione graduale della emoglobina nelle 
sue subunità produce dimeri a.-B come prodotti in- 
termedi: 


cop, > 20-B + 20 +2 


Come nella mioglobina, ciascuna delle quattro 
subunità della emoglobina è dotata di un eme che è 
sistemato in una tasca idrofobica, nella quale con- 
trae legami idrofobici all’interno ed eteropolari in 
superficie (fra i due carbossili propanoilici dell’eme 
ed i gruppi amminici di due residui di lisina della 
catena polipeptidica). Analogamente la funzionalità 
dell'emoglobina richiede la permanenza del ferro 
eme allo stato ridotto (Fe?*). Dei sei legami coordi- 
nativi dipartentisi dal Fe?*, 4 interessano gli N dei 4 
anelli pirrolici e dei due perpendicolari al piano del- 
l'eme uno interessa un residuo di istidina (F 8, co- 
me nella mioglobina), l’altro lega lO, nella emo- 
globina ossigenata (ossiemoglobina), mentre rima- 
ne libero nella emoglobina deossigenata (deossie- 
moglobina) (Fig. 5.5). La struttura quaternaria con- 
ferisce alla emoglobina proprietà funzionali pecu- 
lari che consentono a questa molecola di esplicare 
al meglio la sua funzione di trasporto di O, nel san- 
gue. Un contributo fondamentale alla definizione 
della struttura dell’emoglobina è stato fornito dal 
premio Nobel M. Peruts. 


L’emoglobina è contenuta nei globuli rossi (eri- 
trociti) e la sua concentrazione nell’uomo adulto è 
intorno ai 15 g/100 ml di sangue. Pertanto un indivi- 
duo di 75 kg dotato di 5 litri circa di sangue, possie- 
de 750 g di emoglobina. Ogni 24 ore vengono rin- 
novati (distrutti e risintetizzati) 6,25 g di emoglobi- 
na. 


Funzioni dell'emoglobina 


La emoglobina svolge tre funzioni: 1. trasporto 
dell'ossigeno (0) dai polmoni ai tessuti; 2. azione 
tampone sul pH del sangue; 3. trasporto dell’ani- 
dride carbonica (CO.) dai tessuti ai polmoni. — 


Trasporto dell'ossigeno 


La principale funzione dell’emoglobina è quella 
del trasporto nel sangue dell’ossigeno molecolare 
(O) dai polmoni ai tessuti. La quantità di ossigeno 
che si combina con la emoglobina dipende innanzi 
tutto dalla tensione 0 pressione parziale di O; 


Considerando che una molecola di emoglobina con- 


tiene 4 gruppi eme, ognuno capace di legare rever- 
sibilmente una molecola di O;, la reazione dell’e- 
moglobina con 1’O, avviene secondo il seguente 
equilibrio: 


Hb + 40, 3 
(Deossiemoglobina) 


Hb(0-)4 
(Ossiemoglobina) 


Ad elevate tensioni di O,, quali si hanno nei pol- 
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Figura 5.7 Curve di dissociazione della mioglo- 
bina (M) e della emoglobina (E) 

P°9 è il valore della pOy in corrispondenza della quale 
l’ossigenazione delle cromoproteine è del 50%. 





moni, l’equilibrio è spostato verso destra; a basse 
tensioni, quali si hanno nei tessuti periferici, l’equi- 
librio è spostato verso sinistra. La percentuale di 
HbO, in funzione della pressione parziale di O, è 
espressa graficamente dalla curva della Fig. 5.7, no- 
ta come “curva di dissociazione dell'emoglobina”. 
Per confronto la Fig. 5.7 riporta anche la curva di 
dissociazione della mioglobina 

SI può osservare che la curva relativa alla mio- 
globina è iperbolica, quella della emoglobina è sig- 
moidale. Dalla comparazione delle due curve si può 
rilevare che la mioglobina esibisce, per ogni valore 
di pressione parziale di O, una affinità per l’O, 
maggiore dell’emoglobina. Tale differenza è quan- 
tizzabile dai corrispondenti valori di Ps0, cioè dal 
valore della pressione parziale di O,, in corrispon- 
denza della quale le due cromoproteine sono satura- 
te al 50%: per la mioglobina Ps) = 1 mm Hg, per la 
emoglobina Ps) = 26 mm Hg. Questa differenza ri- 
flette la struttura monomerica della mioglobina e ri- 
spettivamente tetramerica dell’emoglobina. 

La forma sigmoidale dell'emoglobina è dovuta 
all’interdipendenza funzionale dei suoi 4 gruppi 
eme. Infatti la costante di equilibrio relativa alla 
combinazione dell’ossigeno con ognuno di essi è 
influenzata dallo stato di ossigenazione degli altri. 
In altre parole, mentre il primo eme si combina len- 
tamente con l’O), il secondo, per influenza del pri- 
mo già ossigenato, si combina più velocemente e 
così via il terzo ed il quarto. Questo effetto coope- 
rativo tra i gruppi eme delle 4 subunità, che risulta 
da modificazioni conformazionali che il legame 
con l’O, induce non solo nella subunità che lo lega, 
ma anche in quella più prossima, fa sì che quando 
una molecola di emoglobina si lega con una mole- 
cola di O,, è indotta a legarsi con crescente facilità 


losterico, che è condiviso da altre proteine, col 
































con una seconda molecola e così via. Tale “age 
lazione” è caratteristica delle strutture quaternaft 
costituisce un tipico esempio di comportamento 


numerosi enzimi a struttura quaternaria, nei è 
fronti del proprio ligando-substrato (nel caso dell! 
moglobina il ligando è 1’O) e l’effetto allosteric@ 
definisce omotropico positivo). 
La forma sigmoidale della curva di dissocia 
ne dell’emoglobina riveste una particolare riley 
za fisiologica che risulta da quanto segue. Nell' 
che respiriamo, la cui pressione media è di 760) 
Hg, l’ossigeno, la cui percentuale è del 20% ci 
esplica una pressione parziale (pO;) di 150 mm 
Hg. Nell’aria polmonare la pO); si riduce a circa | 
mm Hg, sia per la sua saturazione con il vapé 
d’acqua, sia per la presenza di maggiore quantità 
CO,, sia per il suo mescolamento con l’aria aly 
lare preesistente più povera di O;. Un ulteriore è 
bassamento della pO; (90 mm Hg) si verifica di 
la sua diffusione nei capillari polmonari. 
Come si può dedurre dalla curva di dissocia? 
ne dell’emoglobina (Fig. 5.7), a questa pO, prati 
mente tutta l’emoglobina è ossigenata: Hb(0 
Nei tessuti periferici, nei quali la pO, può abbas 
si fino a 15-20 mm Hg, l’emoglobina rilascia il 74 
dell’O;. Nelle stesse condizioni la mioglobina, € 
ha un’affinità per 1’O, 26 volte superiore, rim 
quasi tutta in forma ossigenata (confronta le < 
curve di dissociazione della Fig. 5.7). Se l’emog 
bina fosse anch’essa monomerica e caratterizà 
quindi dalla stessa curva di dissociazione della mi 
globina, cederebbe ai tessuti quantità irrilevanti 
ossigeno, comportandosi da accumulatore di 0 
geno al pari della mioglobina. 
A livello molecolare queste proprietà fisioloi 
che della emoglobina sono state razionalizzate & 
riconoscimento, reso possibile da studi di diffraz 
ne ai raggi X, di due stati tridimensionali della n 
lecola: uno stato ri/assato (R) ed uno teso (T). Nel 
stato R la molecola dell’emoglobina, che ha dimé 
sioni maggiori per la presenza di un più ampio $ 
zio fra le subunità, presenta maggiore affinità 
O;. L’inverso succede nello stato 
Conseguentemente, allorché la emoglobina co 
pletamente ossigenata (stato R) perde un O,, pil 
allo stato T, che facilita l'espulsione degli altri 3 ( 
Viceversa quando la emoglobina deossigenata (è 
to T) assume un O) passa allo stato R, che facil 
l’assunzione degli altri 3 O... 


Fattori che modificano l'affinità 
dell'emoglobina per l'ossigeno 


Pressione della CO, (pCO.) e concentrazùi 
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degli ioni idrogeno (pH). Il legame dell’O, alla 
emoglobina è sensibile alla pressione della CO,, nel 
senso che con l'aumento della pCO; (pressione 
parziale della CO;) aumenta la pO) (pressione par- 
ziale dell'O.) richiesta per la saturazione della emo- 
globina. Come si può dedurre dalla Fig. 5.8, le cur- 
ve di dissociazione corrispondenti a pCO, più ele- 
vate sono spostate a destra. In altre parole per un 
determinato valore di pO; il grado di dissociazione 
della HbO, aumenta con l'aumentare della pCO, o, 
più semplicemente, più CO, è presente, meno O, ri- 
mane legato all’emoglobina. Lo stesso effetto si ha 
aumentando la concentrazione di H* (diminuzione 
del pH), per cui l'affinità dell'emoglobina per l'O, 
aumenta con il pH e diminuisce con il diminuire di 
questo. Poiché la CO, è presente in soluzione pre- 
valentemente in forma di acido carbonico, l’effetto 
della CO, è attribuibile alla relativa diminuzione 
del pH. 

A causa della dissociazione dell’acido carbonico 
il pH si abbassa man mano che si accumula CO): 

CO, * H,0 5 H,CO; a Fica” + H” 

Dal suo scopritore l’effetto del pH, o della CO,, 
sulla dissociazione della emoglobina è denominato 
‘effetto-Bohr”. 

La risposta della emoglobina al pH (effetto 
Bohr) si può esprimere mediante la seguente reazio- 
ne: 

Hb(0,)4 +nH* S  Hb.nH +40, 

dove n ha un valore < 2. Questa reazione indica che 
un aumento di protoni (H*) (nei tessuti), spostando 
il decorso della reazione da sinistra a destra, induce 
rilascio di O, con concomitante protonazione della 
Hb e diminuzione di H*. Per contro un aumento di 
(). (nei polmoni) sposta l’equilibrio da destra a si- 
nistra con rilascio di protoni e assunzione di O). 

L'effetto Bohr ha grande rilevanza fisiologica. 
Si consideri che i tessuti utilizzano ossigeno e pro- 
ducono CO, ed altri prodotti acidici (es. acido latti- 
co) e che la loro necessità di ossigeno è in relazio- 
ne inversa con la produzione di CO. L’effetto Bohr 
ilggiusta appunto la cessione dell’ossigeno da parte 
{lella ossiemoglobina alla domanda di ossigeno da 
parte dei tessuti. Questa è proporzionale alla dimi- 
nuzione di pH determinatasi come conseguenza 
dell’attività catabolica. 

Al contrario nei polmoni dove, liberandosi CO,, 
il pH del sangue tende ad aumentare, aumenta l’af- 
linità dell'emoglobina per lO... 


Temperatura - L’affinità della emoglobina per 
l'O, diminuisce con l’aumento della temperatura. 
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Figura 5.8 


Curve di dissociazione della emoglobina corrispondenti 


alle pressioni parziali CO, di 20, 40 e 80 mm di Hg e ai 
corrispondenti valori di pH (in parentesi). 


Di conseguenza la temperatura più bassa del sangue 
polmonare (a contatto con l’aria) facilita il legame 
con l’O,, mentre la temperatura più elevata del san- 
gue a livello dei tessuti facilita la dissociazione 
dell'O, dall’emoglobina. 


2,3-bifosfoglicerato (BPG). È noto da tempo 
che la emoglobina presente nel globulo rosso lega 
l’ossigeno con molto più elevata affinità che non 
l’emoglobina in soluzione. E anche noto che i glo- 
buli rossi contengono BPG, un metabolita interme- 
dio della glicolisi, in quantità equivalenti a quelle 


» della emoglobina. 
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2,3-bifosfoglicerato (BPG) 


Si comprese quindi che il BPG legandosi alla 
emoglobina nel rapporto 1:1 ne influenza l’affinità 
per l’ossigeno. 

Più precisamente il BPG si /ega alla deossiemo- 
globina (o, meglio, all’emoglobina che gradual- 
mente si deossigena), disponendosi nella cavità in- 
terna alla sua struttura quaternaria, fra le due sub- 
unità B, per formare legami eteropolari fra i suoi 
gruppi carichi negativamente e residui di lisina e 
istidina delle catene }} carichi positivamente. In 
questa cavità il BPG può sistemarsi solo quando la 
emoglobina è nello stato deossi (non legata all’O)). 
D'altro canto, sistemandosi nella cavità, il BPG sta- 
bilizza la conformazione deossi, creando una minor 
affinità per lO, (Fig. 5.9). 


92 ® Cromoproteine trasportatrici di ossigeno 


100 


% di HbO, 
Ss) 
° 





60 
40 : 
20}--]' 
0 ' 
0 20 40 60 80 100 
pO, (mmHg) 


Figura 5.9 Influenza del 2,3-bifosfoglicerato 
(BPG) sull'affinità della emoglobina per l’ossi- 
geno 





Per contro, quando l’O; si combina con la deos- 
siemoglobina, produce modificazioni conformazio- 
nali della sua molecola per cui il BPG ne viene 
espulso: 

Quindi il legame della Hb con il BPG da una 
parte e con l'O; dall'altra è mutuamente esclusivo. 


Nei tessuti (bassa tensione di ossigeno) per l’a- 
zione congiunta della elevata concentrazione di 


CO; e di H* (effetto Bohr), 1’O, viene rilasciato dal- 
la emoglobina e nel contempo il BPG presente nei 
globuli rossi vi si lega. In corrispondenza dei pol- 
moni si verifica l’evento opposto. 

L’azione modificatrice dell’affinità dell’emoglo- 
bina per lO, da parte del BPG costituisce un im- 
portante meccanismo di compenso respiratorio: nel- 
l’ipossia (diminuita pressione parziale dell’ossige- 
no), che si verifica, ad esempio, nelle anemie, nella 
insufficienza cardio-polmonare e durante la perma- 
nenza alle elevate quote, la concentrazione di BPG 
negli eritrociti aumenta, inducendo una diminuzio- 
ne dell’affinità dell’emoglobina per lO) e facilitan- 
do quindi il rilascio dell’O, ai tessuti. 

Alterazioni della glicolisi, il processo nel quale 
il BPG viene formato, si ripercuotono sull’affinità 
della emoglobina per l’ossigeno e quindi sull’effi- 
cienza del trasporto dell’ossigeno. Così, nella defi- 
cienza di esochinasi, enzima che opera a monte del- 
la fosforilazione del BPG, la concentrazione di BPG 
diminuisce e l’affinità dell'emoglobina per l’ossi- 
geno aumenta (Fig. 5.10). Per contro nella deficien- 
za di piruvato chinasi, enzima che opera a valle ri- 
spetto alla formazione del BPG, si ha accumulo di 
BPG e conseguentemente diminuita affinità della 
emoglobina per l’ossigeno (Fig. 5.10). 

Il BPG non può legarsi con l’emoglobina fetale 
(HbF) per il fatto che questa non possiede le catene 
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Figura 5.10 Curve di dissociazione dell’emox 
bina in globuli rossi normali ed affetti da en 
mopatie 
1 = normali; 2 = deficienti di esochinasi; 3 = defi 
di piruvato chinasi. 


B con le quali il BPG contrae legame. Si compr 
de così la più elevata affinità per l’ossigeno dell’ 
moglobina fetale rispetto all’emoglobina dell’ad 
to. Questa proprietà consente al sangue fetale 
estrarre più facilmente 1’O, dal sangue materno ( 
di oltre). 


Azione tampone 


L’azione tampone della emoglobina sul pH 
sangue, o meglio del fluido intraeritrocitario, | 
equilibrio attraverso la membrana con il plasma, a 
viene con due meccanismi: molecolare e funzional 


Meccanismo molecolare, basato sull’interven 
dei gruppi ionizzabili della molecola della emogl 
bina, aventi valori di pK prossimi al valore di p 
del sangue. Questi gruppi, costituiti dai 38 resid 
della istidina, possono assumere o cedere proto 
con il variare del pH. 


Meccanismo funzionale, basato sull’effetti 
Bohr. Quando l’emoglobina reagisce con 1’O, 
sua struttura quaternaria subisce una modificazio 
conformazionale, che consegue allo spostamenti 
del Fe?* rispetto al piano dell’anello porfirinico del 
l’eme. 

Come mostra la Fig. 5.11, nella deossiemoglobì 
na il Fe si trova dislocato dal piano dell’eme attrat 
to dal residuo di istidina cui è legato. Il suo raggi 
atomico ha infatti un diametro superiore a quelle 
dello spazio tetra-dentato porfirinico. Nel leganti 
con l’O, il raggio atomico del Fe diminuisce ed |l 
Fe°* può accomodarsi nello spazio tetra-dentala 
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Figura 5.11 Posizione del Fe?+ rispetto al piano 
dell’eme nella deossiemoglobina e nella ossie- 
moglobina 


(Fig. 5.11). Il residuo di istidina viene così spostato 
verso l’eme e tale spostamento si ripercuote sulla 
conformazione terziaria della subunità e quindi su 
quella quaternaria dell’emoglobina, che diviene più 
rilasciata. Una conseguenza di questa risistemazio- 
ne intramolecolare è che alcuni residui di amminoa- 
cidi vengono a trovarsi in un nuovo ambiente elet- 


trochimico che impone una maggiore dissociazione 


protonica. La ossigenazione della emoglobina pro- 
duce quindi una diminuzione del pK. di questi resi- 


dui di amminoacidi da 8 circa (deossiemoglobina) a | 
circa (ossiemoglobina). // grado di dissociazione ‘ 


(acidità) della ossiemoglobina è quindi maggiore di 
quello della deossiemoglobina. In altre parole la 
ossiemoglobina è un acido più forte della deossie- 
moglobina. 

Pertanto una diminuzione del pH del sangue (a 
livello dei tessuti) facilita la formazione di deossie- 
moglobina mentre un aumento del pH (a livello dei 
polmoni) facilita quella di ossiemoglobina. /n cor- 
rispondenza dei tessuti la deossiemoglobina sottrae 
quindi protoni al mezzo, mentre in corrispondenza 
lei polmoni la ossiemoglobina li rilascia, mante- 
nendone pressoché costante la concentrazione non- 
ostante la loro produzione e, rispettivamente, elimi- 
nazione. La emoglobina agisce quindi come tampo- 
ne opponendosi alle variazioni di pH sia a livello 
lei tessuti, che dei polmoni. 


Trasporto dell'anidride carbonica 


l'anidride carbonica, che si produce nei proces- 
x catabolici tissutali, diffonde dalle cellule al liqui- 
ilo interstiziale e da questo al sangue per essere tra- 
portata ai polmoni dai quali viene eliminata con 
aria espiratoria. Questo trasporto, antitetico a 
quello dell’ossigeno, avviene senza che il pH del 
mngue venga sostanzialmente modificato e senza 


| 


\ 
d 


Emoglobina ® 93 


che, data la scarsa solubilità in acqua, si abbiano a 
formare bolle di CO, gassosa. L’emoglobina prov- 
vede al trasporto diretto ed indiretto della CO, ema- 
tica senza che detti inconvenienti abbiano a verifi- 
Carsi. 

Nel trasporto diretto l’emoglobina lega covalen- 
temente un’aliquota della CO, corrispondente al 
10% circa del totale, in corrispondenza dei gruppi 
aminici non protonati di residui della lisina (in for- 
ma di carbammato carbamminoemoglobina): 


CO» 
Hb—NHs ——> Hb—NH—C007+ H' 


CO5 


Il legame con la CO, abbassa notevolmente l’af- 
finità dell’emoglobina per l’O;, favorendone il rila- 
scio. Per contro la CO, si lega più saldamente alla 
deossiemoglobina che alla ossiemoglobina. 

Nel sangue arterioso è quindi contenuta emoglo- 

bina ossigenata (ossiemoglobina) e non carbossila- 
ta, in quello venoso emoglobina deossigenata e 
carbossilata (deossicarbamminoemoglobina). 
\-— Al trasporto indiretto della CO, l’emoglobina 
contribuisce, in virtù del suo potere tampone, man- 
tenendo gran parte della CO, in forma di bicarbona- 
to (HCO;). Si consideri infatti il seguente equili- 
brio multiplo: 


(5%) 
O, 


CO» (sciolta) + HoO —_ T HoC03 


I I 


Hi=NH=G00" HCOg + H* 
(10%) (85%) | 
(1) anidrasi carbonica emoglobina 


Nel sangue venoso la maggior parte della CO, è 
in forma di HCO3- (85% circa) mentre solo il 5% 
circa è in forma di CO); sciolta come tale o in forma 
idrata (H,CO;). La presenza negli eritrociti dell’ a- 
nidrasi carbonica, un enzima contenente Zn, che 
catalizza la idratazione reversibile della CO, (CO, 
+ H,0 + H;C0;), fa sì che questo equilibrio si sta- 
bilizzi in un tempo molto breve, di circa 100 volte 
inferiore a quello che si stabilirebbe in assenza del- 
l'enzima. Conseguentemente, man mano che 1 tes- 
suti scaricano CO, nel sangue, questa viene pronta- 
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mente idratata in acido carbonico, che si dissocia 
parzialmente in bicarbonato e protoni: 


HCO; a HCO “+ HE (pK lE 6,1) 


La rimozione degli H* da parte della deossiemo- 
globina (in corrispondenza dei tessuti la emoglobi- 
na è in forma deossigenata) sposta l’equilibrio ver- 
so destra, cioè verso la formazione dei bicarbonato 
ioni (HCO) in equilibrio con i K* e Na* del san- 
gue. Mediante questo processo 1°85% della CO, che 
entra nel sangue viene trasformata in bicarbonato 
ioni (HCO;) senza sostanziali modifiche della con- 
centrazione degli H* liberi. 

Il rapporto [HCO ]-[H3CO;] nel sangue, fatto- 
re fondamentale dell’equilibrio “acido-base” emati- 
co, è deducibile dall’equazione di Henderson- 
Hasselbach: 


[HCO3 ] 


pH=epK+log — 
[H2C0g] 


Poiché il valore del pH del sangue è 7,4 ed il va- 
lore della pK. della dissociazione H,CO3 5 H° + 
HCO; è 6,1 si ha: 


[HCO3 ] 
[H2C0g] 


[HCO3 ] 
[H2COg] 


7,4 = 6,1 + log e cioè 1,3 = log 








Essendo l’antilogaritmo di 1,3 = 20 si ha: 
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HCO, 
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H,CO; 
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In effetti in condizioni di equilibrio “acido-bast 
fisiologico la concentrazione ematica di HCO; 
20 volte superiore a quella di H,CO;. Il pH del sa 
gue rimane normale (7,4) finché detto rapporto 
mane uguale, o prossimo, a 20; quando il rappo 
aumenta si ha a/calosi (pH > 7,4), quando diminu 
sce acidosi (pH < 7,4). 

Il meccanismo del trasporto indiretto isoidrt 
della CO, da parte dell’emoglobina è schematizz 
to nella Fig. 5.12. 

A livello dei tessuti la CO, che entra nel sang 
viene idratata, per azione della anidrasi carbonit 
tissutale, a H,CO; che si dissocia in HCO; e W° 
L’aumento di H' facilita il rilascio di O; dalla ossi 
moglobina (HbO;). La deossiemoglobina che si fi 
ma associa gli H' sottraendoli al mezzo: 


HbO, + H* S HbH + O, 


Trasportati dal sangue venoso, HbH e HCO 
(questi ultimi salificati con Na* e K*) arrivano 
polmoni dove la HbH, combinandosi con l’O,, di 
venta HbO,” che dissocia H*. Questi si associa 
con l’HCO; formando H;CO; mentre la HbO, 
mette in equilibrio con Na' e K*. Il rigostituil 
H;CO,, per azione dell’anidrasi carbonica poImont 
re, si dissocia in CO, che viene eliminata, e H;0, $ 
noti che la “riserva alcalina”, cioè l’insieme dei K 
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e Na', nel sangue venoso è associata ai HCO; in 
quello arterioso alla HbO,. Durante l’intero proces- 
so i protoni non sono mai liberi, in quanto vengono 
catturati dalla HbO;7 in corrispondenza dei tessuti, o 
dai HCO; in corrispondenza dei polmoni. Per que- 
sto in condizioni fisiologiche non vi è mai nel san- 
gue variazione della acidità attuale, ma soltanto una 
leggerissima diminuzione del pH nel sangue venoso 
rispetto a quello arterioso. Processi di questo tipo 
che avvengono senza variazioni attuali della con- 
centrazione idrogenionica (pH) si chiamano appun- 
to, isoidrici. A livello dei tessuti una buona parte del 
{CO formatosi entro gli eritrociti esce nel plasma, 
con contemporaneo passaggio di CI negli eritrociti. 
A livello polmonare avviene il processo inverso: l’e- 
liminazione di CO; provoca una diminuzione di 
:{CO3° negli eritrociti, con richiamo del HCO37 pla- 
\matico e fuoriuscita di CIT dagli eritrociti. E questo 
lo “scambio dei cloruri” tra eritrociti e plasma che 
accompagna il trasporto isoidrico della CO, nel san- 
gue. Responsabile del processo di scambio HCO3" 
(l è una proteina della membrana eritrocitaria, la 
‘banda II”. 


VARIANTI FISIOLOGICHE 
DELL'MOGLOBINA 


Nei globuli rossi degli individui normali sono 
presenti diverse emoglobine a seconda delle varie 


lisi dello sviluppo, e precisamente (vedi anche la è 


Fig. 5.13): 

1) la Hb-E (0,€,) 0 emoglobina embrionale, che 
© la forma prevalente di Hb nel sangue dell’embrio- 
ne nelle prime fasi dello sviluppo (4a-10a settimana); 
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figura 5.13 Variazione delle catene costituenti 
l'emoglobina nel sangue dell’uomo nelle varie 
fasl di sviluppo intra- ed extrauterino 
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Figura 5.14 Curve di dissociazione della emo- 
globina fetale (curva in nero) e materna (curva 
in rosso) 


2) la Hb-F (0Y)) 0 emoglobina fetale, caratteri- 
stica del feto (3°-9° mese). La Hb-F, non legando 
BPG ha una affinità per lO, più elevata della emo- 
globina adulta: ciò consente il trasferimento dell'O, 
dal sangue materno a quello fetale. Nel contempo, 
essendo la pO, del sangue periferico fetale più bas- 
sa che nel sangue placentare (10-12 mm Hg contro 
25-40), l’Hb-F rilascia efficacemente O), ai tessuti 
fetali (Fig. 5.14); 

3) la Hb-A; (0:), che costituisce più del 90% 
dell’emoglobina totale durante la vita postnatale 
(sopra i 7 mesi di vita), insieme alla Hb-A, (0%ò») 
presente nella percentuale del 2,5%. 

Tutte le emoglobine posseggono le due catene a, 
mentre diversificano per le due catene non @ (B, Y, 
ò, €). Le catene “non o” hanno tutte la stessa lun- 
ghezza (146 residui di amminoacidi), ma si diffe- 
renziano per la natura di alcuni residui nella se- 
quenza. La Fig. 5.13 mostra la variazione delle ca- 
tene polipeptidiche costituenti le emoglobine uma- 
ne nelle varie fasi di sviluppo. 


Derivati dell'emoglobina 


Metaemoglobina. La metaemoglobina, o ferrie- 
moglobina, è il prodotto di ossidazione (non di 0s- 
sigenazione) della emoglobina. Nella metaemoglo- 
bina il ferro dell’eme è allo stato ossidato (Fe?*) e 
non è capace di legare 1'’O,. La metaemoglobina è 
quindi inefficiente nel trasporto dell’O,. La forma- 
zione di metaemoglobina è accompagnata da quella 
dell’anione superossido ©O,°, specie radicalica 
dell’O,. 
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Figura 5,15 Sistemi enzimatici coinvolti nella riduzione della metaemoglobina (HbFe3+) in des 
siemoglobina e nella rimozione dell’anione superossido (0°) 


La riduzione del Fe3* della metaemoglobina è accompagnata da contemporanea ossidazione del Fe2+ di un citocigi 
mo bs (cit bs), rigenerato dall’ossidazione del NADH a NAD. La trasformazione dell’anione superossido in acqua os 
sigenata catalizzata dalla superossido dismutasi richiede la concomitante ossidazione di due molecole di glutationt 
(G-SH), ripristinate ad opera della glutatione riduttasi a spese del NADPH. 


Vai Nell'uomo adulto normale la metaemoglobina è 
presente nella percentuale del 1,7% dell’emoglobi- 
na totale. Una più elevata quantità di metaemoglo- 
bina (metaemoglobinemia) può conseguire o ad au- 
mentata formazione di metaemoglobina (come ad 
esempio dopo somministrazione di certi farmaci: 
antipirina, fenacetina, ecc.), o a sua diminuita ridu- 


zione da parte dei sistemi enzimatici, presenti negli. 


eritrociti, normalmente addetti alla riconversione 
della metaemoglobina in emoglobina desossigenata 
(Fig. 5.15). Inoltre la formazione di metaemoglobi- 
na è molto favorita dalla ingestione di semi di fava, 
condizione che viene revertita dalla attivazione dei 
sistemi di riduzione della metaemoglobina. Questi 
sistemi sono imperniati sull’azione della metaemo- 
globina riduttasi che provvede alla riduzione della 
metaemoglobina a spese del NADH, dell’acido 
ascorbico e della superossido dismutasi ed enzimi 
ancillari, che rimuovono l’anione superossido, con 
generazione di O, molecolare, a spese del NADPH. 
La generazione di NADPH attraverso il ciclo dei 
pentosi fosfati è diminuito in efficacia nei fabici che 
sono più soggetti all’emo/isi causata dall’entrata in 
circolo di agenti ossidanti. Il favismo è una caratte- 
ristica genetica, ereditaria, ed è dovuta alla mancan- 
za dell’enzima G6PD (glucosio-6-fosfato deidroge- 
nasi). Si manifesta come una grave forma di anemia 
provocata dall’ingestione di fave fresche, accompa- 
gnata da debolezza, impallidimento, urine rossastre, 
nausea, vomito e crisi emolitica grave. // favismo è 
molto diffuso in tutto il bacino del mar 
Mediterraneo, in associazione con le zone in cui è 
endemico il plasmodium falciparum (agente eziolo- 
gico della malaria). Questa grande diffusione è da 
associarsi infatti al vantaggio selettivo conferito dal 
favismo (al pari di altre talassemie) nei confronti 
del plasmodio. 
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La metaemoglobina riduttasi è direttamente dè 
ficitaria in una malattia ereditaria, la metaemogloht 
nemia familiare, nella quale la percentuale di m& 
taemoglobina raggiunge il 30-40%, il che compor 
ta, episodicamente, insufficienza respiratoria e cla 
nosi. 


Carbossiemoglobina o carbonilemoglobina 
(Hb-CO). L’emoglobina lega l’ossido di carbonio 
(CO) con una affinità 200 volte superiore a quella 
per l’O;. Legandosi con l’emoglobina in corrispon 
denza del Fe?* dell’eme, il CO impedisce all’O, di 
legarsi all’emoglobina, di qui la sua elevata tossici. 
tà. Anche legandosi ad uno solo dei 4 gruppi eme 
dell'emoglobina, il CO diminuisce notevolmente 
l’affinità per 1'O, dei rimanenti 3. Per questa ragio» 
ne la tossicità del CO è molto più elevata di quanto 
sia prevedibile in base alla sua concentrazione nel 
sangue. SI spiega così perché la semisaturazione 
dell’emoglobina da parte del CO nel sangue è mor- 
tale, mentre la disponibilità del 50% di emoglobina, 
come si può avere nelle anemie, non compromette 
affatto la vita. 


Cianometaemoglobina. L’azione tossica mici- 
diale del cianuro (CN) è dovuta alla sua capacità di 
legarsi alla citocromo ossidasi bloccando così la re- 
spirazione mitocondriale. Il cianuro non reagisce 
con l’emoglobina, ma si combina con grande facili- 
tà con la metaemoglobina per formare la cianome- 
taemoglobina. Data la elevata affinità del cianuro 
per la metaemoglobina e la scarsa tossicità della 
cianometaemoglobina, nella intossicazione da cia- 
nuro sl cerca di trasferire questo tossico dalla cito- 
cromo ossidasi alla metaemoglobina, favorendo la 
formazione di quest’ultima da parte della emoglobi- 
na per somministrazione endovenosa di sodio nitra- 














to. Contemporaneamente si somministra anche so- 
dio tiosolfato che reagisce con il cianuro per forma- 
re tiocianato, prodotto non tossico e facilmente eli- 
minabile attraverso 1 reni. 


CITOGLOBINA E NEUROGLOBINA 


Sono queste due globine evolutivamente corre- 
late sia alla emoglobina che alla mioglobina. La ci- 
toglobina è espressa in molti tessuti con prevalenza 


per il connettivo, mentre la neuroglobina è tipica . 


del tessuto nervoso e dei tessuti endocrini. 
Fintrambe sono monomeriche ed hanno la caratteri- 
stica di essere esacoordinate con l’eme. Il ferro, sia 
nella forma ferrosa che ferrica, ha 4 legami di coor- 
dinazione con gli azoti dei 4 gruppi pirrolici emini- 
ci e due legami con le istidine della globina, distale 
e prossimale. L’ossigeno dunque per legarsi deve 
spiazzare uno dei due legami delle istidine (di soli- 
to la distale). La loro funzione non è ancora del tut- 
to chiarita, anche se è molto probabile che esse pos- 
sano funzionare da “buffer” di ossigeno per tessuti 
attivi che necessitano di un metabolismo aerobio 
continuo. Anche alcune condizioni particolari, co- 
me l’ipossia cui sono esposti il tessuto nervoso (fi- 
siologicamente) ed alcune neoplasie (in virtù della 
mancanza di vasi del neoplasma), possono costitui- 
re uno stimolo per l’espressione di queste globine 
addizionali. | 
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EMOGLOBINE ATIPICHE 


Si tratta di emoglobine anomale nella loro strut- 
tura primaria e sopraprimaria, a causa di mutazioni 
dei geni che le codificano. Le più tipiche sono: 

Emoglobina $S (Hb-S). Questa denominazione 
deriva dalla forma a falce (falce = sickle, donde la 
sigla S) che assumono gli eritrociti degli individui 
che ne sono affetti quando siano esposti a basse ten- 
sioni di O;. La emoglobina S è costituita da due ca- 
tene a. normali e da due catene B modificate nella 
struttura primaria per un errore genetico. Nella po- 
sizione 6 a partire dall’amminoacido N-terminale 
contengono infatti un residuo di valina al posto di 
un residuo di acido glutammico: 0f},"®! . La sosti- 


 tuzione di un residuo apolare (valina) ad un residuo 


polare (acido glutammico), localizzato sulla super- 
ficie dell’emoglobina, impartisce alla emoglobina S 
proprietà elettroforetiche diverse da quelle della 
emoglobina normale. Possedendo infatti due cari- 
che negative in meno la Hb-S migra più lentamente 
verso il polo positivo (Fig. 5.16). 

Anche la solubilità della Hb-S allo stato deossi- 
genato è notevolmente diminuita (25 volte meno 
solubile della forma deossigenata della Hb-A) a 
causa di una interazione idrofobica fra valina termi- 
nale di una delle due catene f} e la valina-6 dell’al- 
tra. La polimerizzazione che ne deriva dà luogo ad 
un precipitato fibroso (si parla dell’Hb-S come di 
emoglobina “appiccicosa’) che induce la deforma- 
zione a falce del globulo rosso. 


(c) PROFILO DI PAZIENTE PORTATORE 
ETEROZIGOTE DI EMOGLOBINA C 
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figura 5.16 Separazione per HPLC delle forme di emoglobina (Hb) contenute in eritrociti umani 


profilo (a) corrisponde ad un soggetto normale; il profilo (b) ad un soggetto portatore eterozigote di HbS (anemia 
iiciforme), con sostituzione Glu + Val nella catena f}; il profilo (c) corrisponde ad un soggetto portatore eterozigote 
a HbC (Camperdown), con sostituzione Glu + Lys nella catena R. In quest’ultimo profilo l’HbC si sovrappone alla 
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I globuli rossi falciformi hanno una vita media 
più breve dei normali, sono più facilmente emoliz- 
zabili e agglutinabili nei piccoli vasi che ne posso- 
no essere ostruiti, creando piccole zone ischemiche. 
Gli eritrociti falciformi vengono facilmente fagoci- 
tati dal reticolo endoteliale e rimossi dal circolo, 
donde lo stato anemico (anemia). 

Il decorso cronico della malattia è costellato da 
crisi accessuali cianotiche, che si verificano allorché 
i pazienti si trovino esposti a relativamente basse ten- 
sioni di O,, per esempio dopo sforzo prolungato. 

L’anemia falciforme è una malattia ereditaria, 
che si esprime in forma conclamata solo negli 0mo- 
zigoti, cioè nei figli che ricevono il gene anomalo 
da entrambi i genitori. Negli omozigoti la Hb-S è la 
sola forma di emoglobina presente negli eritrociti 
(Fig. 5.16). Gli omozigoti non vivono generalmen- 
te oltre l’età di 25 anni. Gli ererozigoti, cioè i figli 
che ricevono il gene anomalo da un solo dei genito- 
ri, posseggono 50% di Hb-S e 50% di Hb-A. In es- 
si l’anemia falciforme è asintomatica, salvo crisi 
sporadiche che possono verificarsi in condizione di 
bassa tensione di O;: marchio falciforme (‘“sickle 
cell trait). Inoltre la aumentata resistenza nei con- 
fronti delle infezioni da P/asmodium falciparum ne- 


gli individui eterozigoti, spiega la grande diffusione + 


del gene /7bS che viene addirittura selezionato po- 
sitivamente nell’area dove è endemica la malaria. 


Emoglobina M. La istidina prossimale all’eme, 
in entrambe le catene & e [} è sostituita da tirosina, 
che si lega con legame coordinativo al ferro dell’e- 
me ma stabilizzandolo nella forma ferrica (Fe3*). 
Da ciò la sigla M, iniziale di Metaemoglobina. In 
tale condizione l’eme non può legare 1’O, e la ma- 
lattia è infatti letale per gli omozigoti. L’anemia da 
emoglobina M si manifesta con cianosi, più o meno 
intensa ed estesa, dovuta a carenza di O, nei picco- 
li vasi dei tessuti periferici. 


Talassemie. Sono emoglobinopatie causate da 
errori genetici che si traducono nella difettosa sinte- 
si non di un solo amminoacido — vedi emoglobine 
atipiche — ma di una o più catene polipeptidiche 
(subunità) costitutive. Si distinguono in talassemie 
o. e pa seconda che il difetto sia a carico della sub- 
unità a o PB. 

Le talassemie a. sono dovute a delezione di uno 
o più geni codificanti le subunità a. I due geni codi- 
ficanti le subunità 0. sono localizzati, uno adiacente 
all’altro, nel cromosoma 16, per cui un soggetto nor- 
male, diploide, ne possiede 4 copie. Se di queste ne 
manca una sl ha la talassemia 0-1, se ne mancano 
due la talassemia c.-2. Entrambi i casi comportano 


£%, 







una modesta anemia. Quando invece mancano 3 d@ 
4 geni, e conseguentemente la subunità & è presso 
ché assente, si ha produzione di un tetramero [3 4. Se 
tutti i geni sono deleti, la malattia è letale. 

Le talassemie B sono prodotte da delezione dei 
geni che codificano le subunità } o alla incapacilt 
di essere espressi. Nella variante omozigote, ciot 
nella talassemia 3, nella quale tutte le subunità so 
no assenti si ha la produzione compensatoria di sub 
unità Y che continuano ad essere sintetizzate anché 
dopo il parto. Si ha così emoglobina fetale (0Y)), lì 
cui produzione continua fino alla fanciullezza, sè 
guita sempre dalla morte. Le emoglobine delle ta 
lassemie B, analogamente alla emoglobina fetale 
possono trasportare l’ossigeno, ma non sono sede 
dell’effetto Bohr e quindi insensibili all'effetto allo» 
sterico degli H". Pertanto l’affinità per 1°O, è aw 
mentata e il rilascio dell’O) ai tessuti è insufficiente 
te. Un ulteriore meccanismo compensativo può fù 
siedere nella aumentata sintesi della HbA., in cui |a 
catena [} è sostituita dalla catena è. In individui af. 
fetti da tale patologia le manifestazioni cliniche $ 
osservano solo ad elevate altitudini, dove la aumen 
tata sintesi di BFG non assolve alla sua funzione in 
quanto non interagisce con la catena è. 

Oltre alle numerose emoglobinopatie associate 
ad uno stato patologico più o meno grave, sono pos 
sibili alterazioni della molecola dell’emoglobina 
che, non comportando alcuna disfunzione della mo» 
lecola, si definiscono “silenti”. Ciò si verifica quan 
do l’anomalia genetica implica la sostituzione di 
amminoacidi non essenziali per la funzionalità del 
l’emoglobina. 
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Nucleotidi, acidi nucleici 


e nucleoproteine 
(a cura di E. Monti) 





Gli acidi nucleici, presenti in tutte le cellule allo stato libero, oppure combinati con 
proteine in forma di nucleoproteine, hanno la funzione di conservare, trasmettere e 
modulare l’informazione genetica e di tradurla nella sintesi proteica. Gli acidi nuclei- 
ci sono macromolecole polianioniche, copolimeri di nucleotidi, donde la denomina- 
zione alternativa di polinucleotidi e oligonucleotidi. Si distinguono in acidi ribonuclei- 
ci (RNA) e deossiribonucleici (DNA). I primi sono presenti per il 90% nel citoplasma 
e per il 10% nel nucleolo, i secondi sono per la massima parte localizzati nel nucleo 
(donde la denominazione empirica di “acidi nucleici”) e, in piccole ma definite quan- 
tità, nel mitocondrio. Per idrolisi gli acidi nucleici liberano i costituenti elencati nella 
Tabella 6.1, e cioè acido fosforico, pentoso e base azotata in rapporti equimolari. 

Si può rilevare che ribosio ed uracile sono costituenti caratteristici degli RNA, 
deossiribosio e timina dei DNA. 


Tabella 6.I 


Prodotto di idrolisi degli acidi nucleici. 
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I COSTITUENTI 


Pentosi. Ribosio e deossiribosio, costituenti ri- 
spettivamente degli RNA e dei DNA, sono nella 
forma P-furanosica: 
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B-D-ribofuranosio —f-D-deossiribofuranosio 


Basi azotate eterocicliche. In tutti gli acidi nu- 
cleici sono presenti due tipi di basi: puriniche e pi- 
rimidiniche. 

a) Basi puriniche. Sono derivati per sostituzio- 
ne della purina, composto teorico, formato dalla fu- 
sione dei due anelli eterociclici uno pirimidinico e 
l’altro imidazolico: le due principali basi puriniche 
sono adenina e guanina. In alcuni acidi nucleici, 
particolarmente nei RNA ma anche nei DNA, sono 
presenti in piccole quantità basi puriniche minori, 
quali ipoxantina (6-ossipurina) 7-metilguanina ne- 
gli RNA, e basi puriniche metilate (N6, N6-dimeti- 
ladenina, N2, N2-dimetilguanina, e 1-metilguanina) 
nei DNA: 
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b) Basi pirimidiniche. Sono derivati della pirà 
dina. Le principali sono: citosina, uracile e timin 

Le basi pirimidiniche minori sono rilevabili { 
DNA di alcuni virus e dei batteri (5-metilcitosi 
S-idrossimetilcitosina e diidrouracile), e nei tR 
(pseudouracile, 4-tiouracile). Queste basi mim 
hanno funzione di protezione dell’informazione 
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Tautomeria delle basi azotate. Le basi purinic 
e pirimidiniche contenenti ossigeno esistono in li 
me tautomere diverse (chetoniche ed enoliche), nm 
te anche, rispettivamente, come forme /attamiche 
lattimiche. A causa della migrazione dello iol 
idrogeno dall’ossigeno all’azoto e viceversa l’equi 
librio fra le due forme è dipendente dal pH: al p 
fisiologico prevalgono le forme chetoniche. 
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uracile 


Le basi azotate presentano un massimo di assor- 
bimento nell’ultravioletto fra 252 e 271 nm. Questa 
proprietà, che è propria anche degli acidi nucleici, è 
utilizzata per la loro determinazione spettrofotome- 
trica. 


I NUCLEOSIDI 


Sono costituiti da una base purinica o pirimidi- 
nica, legata al ribosio (ribonucleosidi) o al deossiri- 
bosio (deossiribonucleosidi) con un legame [-N- 
glicosidico. Tale legame si forma per eliminazione 
di una molecola di acqua fra l’idrogeno del N-9 del- 
le purine, o del N-1 delle pirimidine, e l’idrossile 
del C-1 del pentoso. 

Gli atomi della base azotata vengono contraddi- 
stinti con numeri semplici, mentre quelli del pento- 
\o con numeri apostrofati. Oltre ai due nucleosidi, 
in cui formula è riportata qui sopra, i più comuni so- 
no 1 seguenti: 
citidina = citosina-1-riboside; guanosina = guani- 
na-9-riboside; deossiadenosina = adenina-9-deossi- 
nboside; deossiguanosina = guanina-9-deossiribo- 
vide; deossicitidina = citosina-1-deossiriboside; fi- 
midina = timina-1-deossiriboside. 


NH5 OH 





Si può notare che i nucleosidi purinici portano il 
fisso “osina”, quelli pirimidinici “idina”. Si no- 
luttavia che il deossiriboside della timina viene 
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denominato fimidina. Per indicare invece il riboside 
della timina, che è presente in alcuni tipi di tRNA 
(vedi oltre), si usa il termine ribosiltimina. 

Alcuni nucleosidi sono dotati di azione fisiolo- 
gica. L’adenosina, ad esempio, è un vasodilatatore 
coronarico ed agisce anche come mediatore della li- 
polisi. L’inosina (ipoxantina-9-riboside) ha azione 
protettiva sulle membrane degli eritrociti, tanto da 
essere impiegata per la conservazione del sangue in 
vitro, ad uso trasfusionale. 


I NUCLEOTIDI 


I nucleotidi sono esteri dell’acido fosforico con 
uno degli ossidrili (generalmente 3’ o 5’) dei nu- 
cleosidi: fosfomonoesteri dei nucleosidi. Come i 
nucleosidi anche i nucleotidi si distinguono in ribo- 
nucleotidi e deossiribonucleotidi, a seconda che 
contengano ribosio o deossiribosio. 

I nucleotidi con il fosfato esterificato in 5’ si de- 
signano con le abbreviazioni AMP, GMP, CMP 
ecc., 1 corrispondenti deossinucleotidi con le abbre- 
viazioni AAMP, dGMP, dCMP ecc. Se il fosfato è 
esterificato in posizione 3’ questo numero viene 
premesso: 3°-AMP, 3°-dAMP ecc. Oltre ai due nu- 
cleotidi sotto riportati (vedi formule) i più comuni 
SONO: 





acido adenilico (AMP) 
(adenosin-5'-fosfato) 


acido timidilico (TMP) 
(deossitimidin-5'-fosfato) 


acido uridilico = uridin-5’-fosfato (UMP); acido ci- 
tidilico = citidin-5’-fosfato (CMP); acido guanilico 
= guanosin-5’-fosfato (GMP); acido inosinico = 
inosin-5’-fosfato (IMP). 


Si ricorda che nel corso dell’idrolisi degli RNA 
da parte di alcune ribonucleasi si formano i 3’-nu- 
cleotidi. 
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Funzioni biologiche dei nucleotidi 


Oltre a costituire le unità fondamentali degli aci- 
di nucleici, i nucleotidi esistono anche allo stato li- 
bero, o come tali (contenendo da uno a tre radicali 
fosforici, legati fra loro con legami pirofosforici, 
esterificati sul C-5 del ribosio) o come derivati. I 
nucleotidi liberi svolgono funzioni metaboliche di 


notevole importanza. 


Metabolismo energetico: nucleotidi adenilici. 
Adibiti alla conservazione ed al trasporto dell’ener- 
gia (energy carriers) 1 nucleotidi adenilici assolvo- 
no una funzione primaria in tutti i processi bioener- 
getici. Si tratta dell’adenosinmonofosfato (AMP), 
in cui il C-5° dell’adenosina è esterificato con un ra- 
dicale fosforico, dell’adenosindifosfato (ADP) che 
porta un radicale pirofosforico, e dell’adenosintri- 


fosfato (ATP) con un radicale trifosforico: 
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I tre fosfati dell’ ATP vengono indicati con le let- 
tere a. (quello esterificato con il ribosio), B e y gli al- 
tri due. Mentre il residuo fosforico & è legato al ri- 
bosio con legame estereo, i residui B e y sono lega- 
ti fra loro, e con l’o, mediante legami anidridici. 
Questi ultimi vengono indicati con il simbolo — ad 
indicare il loro elevato contenuto energetico. Infatti 
mentre il distacco idrolitico dei radicali fosforici } 
e y libera 7,5 kcal per mole, quello del radicale @, 
legato al ribosio con legame estereo, ne libera sola- 
mente 3. Per questo l’ATP viene incluso nel gruppo 
di composti ad elevato contenuto energetico. 
Presente in tutte le cellule viventi, a pH fisiologico 
(7,4) la molecola dell’ ATP è completamente ioniz- 
zata, possiede cioè 4 cariche negative in corrispon- 


denza della catena dei fosfati (vedi la formula ripor 
tata sopra). All’interno della cellula ATP ed AD® 
sono presenti in larga misura come complessi con | 
Me?* ed in tale forma partecipano a tutte le reazio» 
ni di trasferimento dei radicali fosforici ricchi di 
energia: — P (vedi ad esempio le reazioni catalizza 
te dalla adenilato chinasi e dalla creatina chinasi), 
In qualche caso (vedi ciclo di Krebs) anche 1l sistè 
ma del guanosin-difosfato (GDP) e guanosintrifo» 
sfato (GTP) gioca un ruolo nei processi energetici, 


Mediazione intracellulare di segnali: nucleoti» 
di ciclici. I nucleotidi possono dar luogo a due tipi 
di fosfodiesteri. In uno il fosfato lega due ossigent 
nello stesso nucleotide (fosfodiestere interno), nel. 
l’altro, che descriveremo a proposito della struttura 
degli acidi nucleici, il fosfato fa da ponte fra due 
nucleotidi. Fra i fosfodiesteri interni 1 più Important» 
ti dal punto di vista fisiologico sono il CAMP ed il 
cGMP, entrambi messaggeri intracellulari dei se 
gnali portati alle cellule dagli ormoni (o altre so 
stanze): 





3'-5'-CAMP (cAMP) 3'-5'-cGMP (cGMf 

Costituenti di coenzimi. Come verrà dettagliata» 
mente illustrato nei capitoli sugli enzimi e coenzi. 
mi, le molecole di alcuni coenzimi quali il coenzi. 
ma A, il nicotinamide-adenildinucleotide (NAD), il 
nicotinamide-adenildinucleotide fosfato (NADP), e 
il flavin-adenildinucleotide (FAD), contengono una 
porzione adenil-nucleotidica. Questa porzione è im: 
portante per il legame fra il coenzima e la proteina 
enzimatica (apoenzima) associata. 


Attivazioni di intermedi. Alcuni intermedi pos» 
sono essere metabolizzati solo se vengono preven» 
tivamente attivati in forma nucleotidica. Per esem- 
pio nei processi di glicosilazione (biosintesi del gli» 
cogeno, delle glicoproteine, dei glicolipidi, etc.) lè 














































unità monosaccaridiche, destinate ad essere inserite 
nelle molecole in via di formazione, sono legate al- 
l'uridin-difosfato (ad es. il glucosio nell’UDP-glu- 
cosio) o al guanosin-difosfato (ad es. il mannosio nel 
(DP-mannosio) o al citidin-monofosfato (l’acido 
sialico nel CMP-acido sialico). Analogamente, nel 
metabolismo dei fosfolipidi si ritrova la citidin-difo- 
ifocolina (CDP-colina), la citidin-difosfoetanolam- 
mina (CDP-etanolammina), il citidin-difosfo-diacil- 
glicerolo (CDP-diacilglicerolo). Altri intermedi atti- 
vati sono il 3’-fosfoadenosin-5’fosfosolfato (PAPS) 
che interviene nei processi di solfatazione (dei glico- 
mmminoglicani, dei solfatidi, etc.), e la S-adenosil- 
metionina (SAM) che funge da donatore di metile 
{nd es. nel metabolismo amminoacilico e nucleotidi- 
co). Nel caso della SAM 1l gruppo attivante non è un 
nucleotide, bensì un nucleoside, l’adenosina. 


Struttura primaria dei 
polinucleotidi 


I polinucleotidi o acidi nucleici (DNA e RNA), 
\e cui unità costituenti sono 1 nucleotidi, hanno fun- 
rioni strettamente complementari. La funzione dei 
DNA è la conservazione della informazione geneti- 
v, quella degli RNA l’espressione regolata di que- 
ila informazione nella sintesi proteica. 

Nella costituzione degli acidi nucleici (DNA e 
RNA) i nucleotidi sono legati fra loro in catene po- 
‘inucleotidiche mediante legami fosfodiesterei fra il 
{ .S' del ribosio, o deossiribosio, di un nucleotide 
x il C-3° del ribosio, o deossiribosio, del nucleoti- 
de vicinale: /egami 3,5 ’-fosfodiesterei (Fig. 6.1A). 
lutte le catene polinucleotidiche sono quindi costi- 
te dalla sequenza fosfato-pentoso-fosfato etc., 
the costituisce la “colonna vertebrale”, alla quale 
sono legate ad intervalli regolari le basi. 

Ciò che caratterizza in modo specifico ciascun 
polinucleotide e quindi ciascun acido nucleico è la 
xwquenza delle basi legate ai pentosi. La caratteristi- 
ta successione delle basi costituisce la struttura pri- 
maria degli acidi nucleici. La sequenza delle basi in 
un polinucleotide viene convenzionalmente fatta 
miziare dal nucleotide terminale 5° per terminare 
von il nucleotide 3° (Fig. 6.1A). Data questa direzio- 
milità ogni catena polinucleotidica possiede un’e- 
siremità 5’ ed una 3”. Nella Fig. 6.1B la catena poli- 
mcleotidica viene rappresenta in modo schematico: 
|» linee orizzontali simboleggiano la catena carbo- 
mosa del pentoso con le basi legate in C-1, le linee 
ngonali rappresentano 1 legami fosfodiesterei fra 
1.) e C-5°. La stessa sequenza può essere ulterior- 
mente abbreviata in pA-pC-pG-pU, o semplicemen- 
w ACGU. La presenza della base U (uracile) indica 
Wattarsi di catena polinucleotidica di un RNA. 
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Infatti nei DNA, come si è detto, le catene polinu- 
cleotidiche contengono T (timina) al posto di U. 

La sequenza delle basi negli RNA e DNA viene 
determinata dopo idrolisi enzimatica selettiva degli 
acidi nucleici mediante nucleasi (ribo- e desossiri- 
bo-nucleasi) ed analisi dei frammenti ottenuti. 
Anche l’idrolisi chimica può essere impiegata nello 
studio della composizione di RNA e DNA. A que- 
sto riguardo va ricordato che l’idrolisi acida è effi- 
cace sia con RNA e DNA, mentre l’idrolisi alcalina 
funziona solo sul RNA. 


ACIDI RIBONUCLEICI (RNA) 


Sono copolimeri dei seguenti ribonucleotidi 
principali: AMP, GMP, UMP e CMP. La denomina- 
zione acidi ribonucleici, come quella di acidi deos- 
siribonucleici, deriva dal fatto che a pH 7 i gruppi 
fosforici della catena polinucleotidica sono depro- 
tonati e quindi acidi. Sia gli RNA, come i DNA, so- 
no infatti acidi forti. Esistono quattro tipi di RNA: 

RNA “transfer” o tRNA. Sono adibiti al traspor- 
to degli amminoacidi nella sintesi proteica. Hanno 
un PM medio di 25.000 e costituiscono il 18% de- 
gli RNA. Nei tRNA sono frequentemente presenti 
ribonucleotidi contenenti basi minori. 

RNA messaggero 0 mRNA. Sono adibiti al tra- 
sporto dell’informazione genica dei DNA al sistema 

sribosomale della sintesi proteica. Hanno PM eleva- 

ti(-2x 10°) e costituiscono il 5-10% degli RNA to- 
tali. Gli mRNA posseggono una sequenza di nu- 
cleotidi diversa l’uno dall’altro. Tuttavia, le estre- 
mità degli mRNA presentano identiche caratteristi- 
che chimiche, che sono 1l risultato di interventi suc- 
cessivi alla loro biosintesi (modificazioni “post-tra- 
scrizionali’’). Precisamente: (a) in corrispondenza 
dell’estremità 5’ viene attaccato con legame 5°-5° 
pirofosforico un residuo di 7-metil-guanosina; que- 
sta aggiunta (che trasforma il MRNA nel così detto 
“capped mRNA”) pare sia necessaria per il ricono- 
scimento del mRNA da parte del sistema per la sin- 
tesi proteica; (b) in corrispondenza della estremità 
3° si attacca invece una sequenza variabile di resi- 
dui adenilici (da 20 a 200) “poli A” che pare confe- 
risca al mRNA una particolare stabilità. 

RNA ribosomale 0 rRNA. Sono adibiti alla sin- 
tesi proteica ed hanno PM compresi fra 0,5 ed 1 x 
10°. Costituiscono il 70-75% degli RNA totali. Gli 
rRNA sono legati a proteine (ribonucleoproteine) 
per formare i ribosomi. Questi organelli sono per la 
maggior parte associati con le membrane del retico- 
lo endoplasmatico e durante la sintesi proteica si 
aggregano in gruppi di circa 20 unità 
(poliribosomi). 
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Figura 6.1 Catena polinucleotidica di un RNA: A, formula completa; B, formula semplificata 


Per convenzione le catene polinucleotidiche iniziano con il 5’-terminale e finiscono con il 3'-terminale. A = Adenlt 
C = citosina; G = guanina; U = uracile. 






















RNA di piccolo peso molecolare a funzione re- 
atoria. Sono RNA, di solito a singola catena, co- 
ituiti da una ventina — trentina di basi, provenien- 
solitamente da porzioni non codificanti 
RIlURNA, inclusi gli introni, e responsabili della 
merferenza da RNA” (RNA interfering, RNA)). 
Nesto fenomeno, individuato nel 1996, porta alla 
vcoce degradazione dell’RNA messaggero o al 
xco della sua partecipazione al processo della 
\»intesi proteica, e svolge quindi un’azione inibi- 
win sulla trascrizione. Sono stati descritti gli 
\NA (small interfering RNA), originabili anche da 
INA e RNA esogeni, di cui quelli correlati alla ca- 
n antisenso del DNA sono indicati come 
RNA; i miRNA (microRNA), i primi piccoli 
NA bioattivi ad essere descritti; gli sa RNA (short 
pin RNA), con struttura a forcina; gli smnRNA, a 
lena doppia, coinvolti nella espressione dei geni 
sllegati allo sviluppo neuronale; e i pi (0 piwi) 
1, di 29-30 basi (i piccoli RNA di maggior peso 
\lecolare), presenti nei testicoli dei mammiferi e 
involti nella spermatogenesi. 
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Ribonucleasi 
della milza 





Ribonucleasi 
del pancreas 
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Oltre a questi tipi fondamentali di RNA, in al- 
cuni virus sono presenti RNA in grado di conserva- 
re e trasmettere, analogamente ai DNA, la specifici- 
tà genetica: RNA virale. I virus dotati di questi RNA 
sono i “virus a RNA” per distinguerli dai più comu- 
ni “virus a DNA”. 


Ribonucleasi 


Gli RNA sono demoliti idroliticamente da endo- 
ribonucleasi e da esoribonucleasi: le prime idroliz- 
zano i legami fosfodiesterei interni, le seconde i le- 
gami fosfodiesterei interessanti i nucleotidi termi- 
nali. Come esempio di endoribonucleasi e di esori- 
bonucleasi, accenniamo rispettivamente alla ribo- 
nucleasi pancreatica e alla ribonucleasi della milza. 

La ribonucleasi del pancreas demolisce gli 
RNA, ma non i DNA, idrolizzando i legami fosfo- 
diesterei cui partecipano con il C-3’ i nucleotidi pi- 
rimidinici (Fig. 6.2). Per azione della ribonucleasi 
pancreatica si formano nucleotidi 3’-fosforici, o 


—» A3'P+U3'P+G3'P 





ra 6.2 Azione della ribonucleasi del pancreas e della milza 


“one della ribonucleasi del pancreas. Pi = Nucleotide pirimidinico; Pu = nucleotide purinico. 
“one della ribonucleasi della milza. A = Adenina; U = uracile; G = guanosina; C = citosina. A3’P = adenosin- 
i U3'P = uridin-3’-P; G3’P = guanosin-3’P; C3’P = citidin-3’-P 
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blocchi di nucleotidi aventi all’estremità terminale tà 5° nucleotidi 3’-fosforici, sia purinici sia piritt 


un nucleotide 3’-fosforico. dinici, uno dopo l’altro fino a completa demoliz 
La ribonucleasi della milza stacca dall’estremi- ne del polinucleotide. 
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Libraria, Padova, 2009). 






Struttura conformazionale degli 
RNA 


Gli RNA sono costituiti da una singola catena 
polinucleotidica che a tratti può ripiegarsi assumen- 
do configurazione elicoidale, o meglio pseudoeli- 
coidale, trattandosi di segmenti saltuari, non aventi 
il carattere di regolarità tipico dei DNA. Questi ri- 
piegamenti sono stabilizzati da legami idrogeno fra 
adenina ed uracile e fra guanina e citosina. Si tratta 
di legami idrogeno intercorrenti fra basi comple- 
mentari della stessa catena e non fra basi comple- 
mentari di due catene come nel DNA. 

Le porzioni di RNA coinvolte in ripiegamenti 
sono chiamate “forcine (hair-pin)”. E possibile che 
nelle zone a configurazione pseudo elicoidale si 
presentino delle “anse” dove ad una o più basi di 
una catena non corrisponda una base complementa- 
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re della seconda catena. La struttura conformazio- 
nale più complessa è quella dell’rRNA dove sono 
presenti ampie zone con catene complementari , an- 
se, forcine, e ripiegamenti spaziali che formano go- 
mitoli tridimensionali: si determina una vera e pro- 
pria struttura terziaria. Un esempio di tale struttura 
è presentato nella Fig. 6.3 che riproduce l’rRNA 
contenuto nel ribosoma 16s del T. thermophilus, un 
batterio. La struttura secondaria e terziaria del 
tRNA (cosiddetta struttura a trifoglio) è riportata 
nella Fig. 6.4, e gli schemi strutturali di piccoli 
RNA nella Fig. 6.5. 


ACIDI DEOSSIRIBONUCLEICI 
(DNA) 


Localizzati per la più gran parte nei nuclei quali 
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Figura 6.4 Struttura secondaria (A) e terziaria (B) di 
un tRNA 


Nella struttura secondaria sono evidenziate le estremità CCA 3’ 
(sito di attacco dell'amminoacido) e G 5’, i bracci (o steli) di ca- 
tene complementari e le anse tra cui quella contenente la triplet- 
ta anticodone. La struttura, cosiddetta a trifoglio (o a quadrifoglio 
per alcuni), si piega (vedi B) e assume una conformazione sterica 
a L (da A. Fantoni, S. Bozzaro, G. Del Sal, S. Ferrari, M. Tripodi: 
Biologia cellulare e genetica. Parte prima: Biologia cellulare, 
Piccin Nuova Libraria, Padova, 2009). 


108 @ Nucleotidi, acidi nucleici e nucleoproteine 


Sequenza “SEME” 


9 5’ miRNA; 


siRNA 


3°--000000000000000000000000000000- 5’ piRNA 


shRNA 





Figura 6.5 Schemi strutturali di alcuni piccoli 
RNA 


Nei miRNA la sequenza delle prime 6-7 basi all’estremi- 
tà 5’ costituisce la “sequenza seme” coinvolta nell’intera- 
zione del miRNA con I’mRNA bersaglio. 


componenti fondamentali dei cromosomi, i DNA 
sono polinucleotidi costituiti dai deossiribonucleo- 
tidi AAMP, dGMP, dCMP e dTMP (Fig. 6.4). Come 
nel RNA, i nucleotidi sono legati fra loro a costitui- 
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re catene polinucleotidiche con legami fosfodi 
rei fra C-3° e C-5”. Fra l’altro, mancando nei 
siribonucleotidi del DNA l’OH in C-2’, non $i 
bero possibili altri legami. In tutti i DNA la qua 
tà di adenina è uguale a quella della timina (A 
e quella della guanina è uguale a quella della cil 
na (G = C). Di conseguenza la somma delle basi 
riniche è uguale a quella delle basi pirimidiniché: 
+G=Tt+OC.. Nell’ambito della stessa spec 
DNA dei diversi tessuti hanno la stessa composi? 
ne. Per contro la composizione in basi e il rappr 
A + T/G + C° varia dal DNA di una specie a qu 
dell’altra. Pertanto il DNA caratterizza la specie 

Sulla base di questi rapporti, definiti da 
Chargaff, e di risultati ottenuti con i raggi X da 
Franklin e M. Wilkins, J. Watson e F. Crick han 
stabilito che il DNA consiste di due catene polì 
cleotidiche appaiate ed avvitate in senso destro 
intorno ad un asse: modello della doppia elica, 
configurazione bicatenaria elicoidale (Fig. 6.6). | 
questa intuizione a Watson e Crick venne assegni 
il premio Nobel. 

Nella doppia elica le catene “deossiribosio-fi 
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Figura 6.6 Modello (doppia elica) di un segmento di DNA. Forma A e forma B 


P = Fosfato; D = deossiribosio; C, G, T, A = basi azotate. 
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sfato” (P-D-P-D-P-D nella Fig. 6.6) delimitano uno 
spazio interno (anima), che è riempito da coppie 
complementari di basi puriniche e pirimidiniche, 
ognuna disposta su un piano perpendicolare all’as- 
se, ed impilate una sopra l’altra. La segregazione 
delle basi nell’anima delle molecole del DNA è 
conseguenza della loro relativa idrofobicità, che 
contrasta con la spiccata idrofilicità della spirale 
esterna formata dalla sequenza fosfato-deossiribo- 
sio. 


Le basi sono appaiate secondo una rigida com- 
plementarietà: adenina-timina e guanina-citosina. 
Le due catene polinucleotidiche sono cioè accosta- 
te ed orientate in modo tale che il residuo dell’ade- 
nina viene sempre a trovarsi opposto a quello della 
timina e quello della guanina a quello della citosina 
(Fig. 6.6). È per ragioni spaziali, imposte dal dia- 
metro uniforme dell’“anima” del DNA, che l’ap- 
paiamento avviene necessariamente fra una base 
purinica (più voluminosa) ed una pirimidinica (me- 


timina 


| 


1,11 nm 
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no voluminosa). La coppia adenina-timina è tenuta 
insieme da due legami idrogeno, la coppia guani- 
na-citosina da tre legami idrogeno (Fig. 6.7). Oltre 
a questi legami che, pur essendo individualmente 
deboli, conferiscono nel loro insieme una grande 
stabilità alla molecola, le basi sono stabilizzate an- 
che da interazioni idrofobiche, conseguenza del lo- 
ro impilamento regolare nell’anima del DNA fuori 
del contatto con l’acqua. 

Le paia di basi, così legate, riempiono perfetta- 
mente l’anima della doppia elica. Un diverso ap- 
paiamento non sarebbe consentito sia per ragioni 
steriche, sia per le necessarie restrizioni implicite 
nella formazione dei legami idrogeno. Si compren- 
de così perché i rapporti A/T e G/C siano uguali a 1, 
perché ad un’adenina di una catena debba necessa- 
riamente corrispondere una timina nell’altra catena 
e viceversa e perché ad una guanina debba necessa- 
riamente corrispondere una citosina nella catena 
complementare. Ne consegue che la sequenza delle 
basi di una catena determina automaticamente la se- 
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Figura 6.7 Appaiamento delle basi puriniche e pirimidiniche (C - G e T - A) 
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Figura 6.8 Complementarietà dell’appaiamento 
delle basi in una sezione della molecola del 
DNA 


L'adenina (A) si appaia con la timina (T) e la guanina (G) 
con la citosina (C). (P = fosfato). Viene anche indicato 
l'antiparallelismo delle due catene polinucleotidiche. 


quenza nella catena complementare. Pertanto se la 
sequenza delle basi in una delle due catene è ACGT, 
la sequenza corrispondente nella catena comple- 
mentare deve essere TGCA. 

Le due catene polinucleotidiche costituenti la 
doppia elica decorrono in direzione opposta, sono 
cioè antiparallele rispetto ai legami diesterei 3’-5”. 
Mentre cioè ad una stessa estremità una delle cate- 
ne termina con il radicale fosforico esterificato in 
5’, l’altra termina con il radicale fosforico esterifi- 
cato in 3’ (Fig. 6.8). 

In condizioni fisiologiche la conformazione più 
stabile del DNA, corrispondente al modello struttu- 
rale di J. Watson e E. Crick, è la forma B (vedi figu- 
ra 6.8) in cui una spira della doppia elica compren- 
de 10,5 paia di basi, la distanza fra le basi sull’asse 
dell’elica è di 0,34 nm, un giro completo dell’elica 
ha un passo di 3,4 nm e lo spessore dell’elica è di 
2,0 nm. In assenza di acqua (per es. nella cristalliz- 
zazione del DNA) è favorita una conformazione più 
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Figura 6.9 Duplicazione semiconservativa 
DNA 


Le linee continue rappresentano le due catene genitrici, 
linee tratteggiate le due nuove catene in corso di replic@ 
zione. 


passo di 2,8 nm e un numero di paia di basi per spi 
ra di 11. E stato anche riscontrato nelle cellule un 


° DNA a struttura alquanto diversa dal modello com 


venzionale, il DNA a forma Z. In questa forma lè 
scheletro di polinucleotidi e legami fosfodiestere 
ha una disposizione a zig-zag, le eliche sono sint 
strorse, le basi azotate esposte verso l’esterno, il ni 
mero di paia di basi per spira è di 12 e la distanza 
fra le basi di 0,38 nm. Sembra che la forma Z del 
DNA sia coinvolta nella regolazione nella espres 
sione di taluni geni e nella ricombinazione genica, 

Sulla base della complementarietà e antiparalle 
lismo delle due catene polinucleotidiche del DNA, 
J. Watson e F. Crick hanno proposto che la duplica 
zione avvenga per sintesi di catene complementari 
figlie su ciascuna delle due catene genitrici (Fig 
6.9). Questo concetto di un meccanismo semicon 
servato della duplicazione del DNA è stato succes: 
sivamente dimostrato esatto da M. Meselson e | 
Stahl. 

I DNA di ciascuna specie hanno una composi 
zione caratteristica che, salvo mutazioni, non si mo» 
difica con l’età, con le varie condizioni ambientali 
ecc. Le dimensioni dei DNA sono cospicue per lun: 
ghezza e PM. I DNA delle cellule animali hanno 
PM di centinaia di miliardi e lunghezza di 4-5 cm, 


Forme circolari di DNA 


Nei batteri, nei mitocondri e nei cloroplasti, il 
DNA ha struttura anulare, presenta cioè le estremi» 
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Figura 6.10 DNA anulare a doppia elica (A). 


DNA anulare a doppia elica superavvolta (B) 


tà fra loro saldate (Fig. 6.10A). La mancanza di 
estremità protegge questi DNA dall’attacco degra- 
dativo delle esonucleasi. Esistono anche DNA cir- 
colari superavvitati in una doppia elica: ‘’superav- 
volgimento o superelica (supercoiled)” (Fig. 
6.10B). Anche il DNA cromosomale delle cellule 
eucariote è superavvolto intorno a proteine. 

Alcuni virus batterici sono dotati di DNA a dop- 
pia elica lineare che tuttavia si ciclizza una volta 
che il virus è entrato nella cellula ospite. La forma 
lineare del DNA del batteriofago della Escherichia 
coli, per esempio, possiede ad ogni estremità un 
tratto delle catene 5’ e 3’ terminali spaiato. I nucleo- 
tidi di questi due monconi terminali sono in sequen- 
ze complementari, suscettibili quindi di saldarsi una 
volta che le due estremità vengano a combaciare 
nella forma anulare. E un enzima particolare, la 
VA ligasi, che provvede a costituire i legami die- 
sterei fra 1 residui 3° e 5’ terminali (Fig. 6.11), por- 
tando così alla formazione della struttura anulare. 
linzimi particolari, le topoisomerasi — detti anche 
enzimi “taglia e cuci” — sono responsabili dei pro- 
vessi di superavvolgimento. 


Denaturazione e rinaturazione del 
DNA 


Quando il DNA in soluzione salina viene riscal- 
ilito lentamente, allorché la temperatura raggiunge 
#0)-90 °C, si ha uno “svolgimento” della doppia eli- 
cn e le due catene si separano per rottura dei legami 
xlrogeno che le tengono aderenti. Indice di questa 
ilisorganizzazione è il subitaneo incremento dell’as- 
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Figura 6.11 Sintesi del DNA anulare per opera 
della DNA ligasi 


sorbanza a 260 nm. Il DNA nativo presenta a que- 
sta lunghezza d’onda un’assorbanza di circa il 40% 
inferiore rispetto a quella che ci si aspetterebbe se 
tutte le basi componenti fossero liberamente espo- 
ste nella soluzione. Questo fenomeno, indicato co- 
me effetto ipocromico, è spiegato dalla interazione 
degli elettroni fra le basi impilate ordinatamente 
nell’anima della doppia elica. Quando con la rottu- 
ra dei legami idrogeno questo regolare assetto vie- 
ne scompaginato dal riscaldamento, le basi vengo- 
no esposte ed incrementano l’assorbanza a 260 nm: 
diminuzione dell’ipocromismo. La denaturazione 
del DNA per azione del calore avviene a temperatu- 
re caratteristiche per ogni specie di DNA: ogni spe- 
cie di DNA ha cioè una temperatura di denatura- 
zione caratteristica (punto di fusione o Tm). La Tm 
può definirsi la temperatura alla quale un determi- 
nato DNA è metà in forma di doppia elica ordinata 
e metà in forma “random coil” (Fig. 6.12). Poiché 1 
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Figura 6.12 Curva di denaturazione termica di 
un DNA e valore della relativa Tm 


112 ® Nucleotidi, acidi nucleici e nucleoproteine 









NUCLEAZIONE 
(reazione di 
secondo ordine) 


PROCESSO 
LENTO 





AVVOLGIMENTO 
(reazione di 
primo ordine) 


PROCESSO 
VELOCE 





Figura 6.13 Schema del processo di denatura- 
zione termica del DNA e di ri-naturazione, con 
avvolgimento delle spire, per successivo raf- 
freddamento 


Con il raffreddamento le due catene precedentemente 


staccate dapprima si allineano seguendo la complemen- 
tarietà delle basi (questa fase del processo è lenta), e 
quindi si avvolgono a spirale tra di loro ricostruendo il 
DIA di partenza (questa fase del processo è rapida). 


legami fra le basi G-C sono più stabili che non quel- 
li fra le basi A-T, ne consegue che i DNA ricchi di 
G-C hanno punti di fusione più elevati dei DNA ric- 
chi in A-T. 

Per successivo lento raffreddamento le due cate- 
ne del DNA denaturato al calore possono rinsaldar- 
si per riformare la doppia elica: rinaturazione. Il 
processo di denaturazione a caldo e di rinaturazione 
per successivo raffreddamento del DNA è schema- 
ticamente rappresentato nella Fig. 6.13. Nel proces- 
so di rinaturazione una delle due catene di un DNA, 
anziché con la catena complementare dello stesso 
DNA, può saldarsi con la catena complementare del 


RNA. Questo processo, detto di ibridazione, si ve 
rifica quando un singolo filamento di DNA denati 
rato viene lasciato “rinaturare” in presenza dé 
RNA che possiede una sequenza complementare 
Questa proprietà consente di riconoscere se un dè 
terminato DNA codifica la sintesi di un determin@ 
to RNA. 


DNA degli eucarioti 


Rispetto ai procarioti (per esempio 
l’Escherichia coli), le cellule degli eucarioti cot 
tengono quantità di DNA almeno 500 volte superio 
ri con una quantità di geni 20 volte maggiore. Sì 
calcola che soltanto il 10% del DNA contenuto nel 
le cellule di mammifero sia implicato nella costitt 
zione dei geni strutturali e di quelli addetti al com 
trollo dell'espressione genica. Del rimanente DNA 
è noto che una parte serve per codificare gli RNA 
ribosomali e di trasporto, una parte come spaziato» 
re fra un gene e l’altro, una parte a costituire gli 


pseudogeni, una parte a costituire gli introni. GI\. 


pseudogeni sono porzioni di DNA che posseggono 
una significativa omologia con i geni funzionali, 
ma contengono mutazioni che ne impediscono l’è 
spressione. Per quanto attiene gli introni va precisa 
to che la gran parte dei geni è frammentata in seg 
menti discontinui, detti esoni, intercalati fra di loro 
da uno e più introni a lunghezza variabile. Le se 
quenze di esoni e introni sono trascritte nell’RNA 
messaggero precursore; durante il processo di ma» 
turazione dell’RNA messaggero, gli introni sono 
espulsi e gli esoni saldati fra di loro (Fig. 6.14). 

Va infine ricordato che altre porzioni di DNA so» 
no a funzione tuttora sconosciuta. 

Un’altra caratteristica del DNA degli eucarioti è 
di contenere copie multiple di alcune sequenze nu» 
cleotidiche che sono ripetute in ogni genoma da po» 
che volte per certi geni codificanti, fino anche a mi» 
lioni di volte nel caso di alcune sequenze brevi. 


Endonucleasi di restrizione 


In molti batteri, oltre alle 4 basi, corrispondenti 
ai deossinucleotidi convenzionali, sono presenti 
piccole quantità di 6-metiladenina e 5-metilcitosi- 
na. Queste basi metilate proteggono il DNA dall’at- 
tacco delle endonucleasi di restrizione. Le endonu- 
cleasi di restrizione sono enzimi batterici dotati di 
elevatissima specificità: idrolizzano infatti solo il 
legame estereo intercorrente fra due determinati nu- 
cleotidi, purché i nucleotidi vicinali siano disposti 
in una ben determinata sequenza e che le sequenze 
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Figura 6.14 Schema della composizione di un gene eucariotico e del corrispondente nRNA 


nucleotidiche delle due catene complementari ab- 
biano una simmetria rispetto al punto di rottura. Tali 
sequenze, comprendenti 4-6 nucleotidi, sono chia- 
mate palindromi. Grazie a questa peculiare specifi- 
cità gli enzimi di restrizione sono capaci di idroliz- 
zare DNA estranei (virali), in tal modo limitando 
(restringendo) lo sviluppo dei DNA virali e difen- 
dendo la cellula batterica dall’invasione virale. Le 
stesse endonucleasi non attaccano invece 1 DNA 
della cellula che li produce, essendo questi protetti 
dalla presenza di basi metilate in corrispondenza 
del sito di attacco enzimatico. Un esempio di endo- 
nucleasi di restrizione è l’Eco RI, presente 
nell’Escherichia coli, che richiede un DNA substra- 
to caratterizzato dalle sequenze riportate nella Fig. 
0.15. 

Va notato che le sequenze nucleotidiche delle 
due catene sono identiche se lette da 5° a 3° e che so- 
no simmetriche rispetto al centro di simmetria. 

I frammenti prodotti dalla endonucleasi di restri- 
zione dell’esempio riportato nella Fig. 6.15 sono 
«vesivi, presentano cioè sequenze complementari in 
corrispondenza delle estremità monocatenarie. Ciò 
consente di risaldare fra loro in vario modo fram- 


Figura 6.15 Siti della idrolisi catalizzata dalla 
endonucleasi di restrizione ECO R1 (frecce), 
prossimi al centro di simmetria (S) 


menti di DNA di origine differente, una volta fram- 
mentati dalla stessa endonucleasi di restrizione. Si 
ha così la possibilità di costruire nuovi DNA. Tale 
possibilità ha aperto alla “ingegneria genetica” (tec- 
niche di ricombinazione del DNA) spettacolari cam- 
pi di innovazione. 

Inoltre, sottoponendo a diverse endonucleasi di 
restrizione un determinato DNA se ne ottiene la ri- 
soluzione in numerosi frammenti, che consentono 
un facile sequenziamento delle basi costituenti e 
quindi il riconoscimento della sequenza dell’intero 
DNA. Si tratta di un procedimento analogo a quel- 
lo utilizzato per stabilire la sequenza degli ammi- 


noacidi nelle proteine, dopo loro frammentazione 
“con enzimi proteolitici specifici. 


CROMOSOMI 


Il 90% circa del DNA cellulare, legato a protei- 
ne istoniche e non istoniche, costituisce la cromati- 
na dei nuclei. Nelle cellule a riposo questa nucleo- 
proteina, che è composta da DNA (polianionico) e 
per la gran parte da istoni (policationici), si presen- 
ta come un materiale amorfo, disperso nel nucleo. 
Nell’imminenza della divisione cellulare, la croma- 
tina si “impacchetta” nei cromosomi, 1 corpi inten- 
samente colorabili che contengono l’informazione 
genetica della specie. Nelle cellule diploidi i cro- 
mosomi sono appaiati; le cellule umane ne conten- 
gono 23 paia. 


Gli istoni. Gli istoni sono proteine a basso peso 
molecolare e basiche in quanto ricche di amminoa- 
cidi basici: lisina ed arginina. Secondo il prevalere 
dell’uno o dell’altro di questi amminoacidi gli isto- 
ni vengono suddivisi in istoni ricchi di lisina ed 
istoni ricchi di arginina. Inoltre in base al peso mo- 
lecolare ed al rapporto lisina/arginina vengono clas- 
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Figura 6.16 Filamento di cromatina con intercalati i nucleosomi formati da un ottamero di istoni 
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(H2a, H2b, H3 e H4) avvolto da una doppia spira di DNA e da un monomero (Hi) saldato al DNA 


sificati in 5 gruppi (HI, H2a, H2b, H3 ed H4). Gli 
istoni più noti sono quelli della classe H4: di essi si 
conosce la sequenza completa degli amminoacidi, 
che è pressoché identica in tutte le specie. Tipico di 
questa classe di istoni è il raggruppamento degli 
amminoacidi basici in prossimità della estremità N- 
terminale della catena polipeptidica e degli ammi- 
noacidi idrofobici in prossimità della estremità C- 
terminale. È quindi probabile che sia la porzione N- 
terminale a contrarre i legami salini con il DNA. 
Nel filamento cromatinico istoni e DNA assu- 
mono la struttura rappresentata nella Fig. 6.16. Si 
tratta di una struttura a corona di rosario, i cui gra- 
ni, detti nucleosomi, sono costituiti da un ottamero 
formato da quattro istoni diversi (H2a, H2b, H3 e 
H4) avvolto da due spire del DNA. La modalità di 
assemblaggio degli istoni H4,H3,H,, e Hyy per for- 
mare ciascun ottamero, e l’interazione di quest’ul- 
timo con il DNA sono illustrate nella Figura 6.17. 
Dapprima si formano i dimeri H3-Hy e H;,-Hoy, 
quindi ciascuno di questi si dimerizza in tetramero, 
2(H3-Ha) e 2(H,,-Hop), ed infine i due tetrametri si 
aggregano in ottamero. Il filamento del DNA si pro- 
lunga ad avvolgere, ancora con una doppia spira, un 
altro ottamero, formando un altro nucleosoma, e co- 
sì via. Nel tratto di connessione fra due nucleosomi 
il DNA è legato all’istone H1 (Fig. 6.16). Nei cro- 
mosomi questa corona di rosario, che nella croma- 
tina è svolta, si superavvolge impacchettandosi. 
Una delle funzioni degli istoni è appunto quella di 
mantenere il DNA strettamente impacchettato nel 
cromosoma, in tal modo proteggendolo dai proces- 
si degradativi. Altra probabile funzione degli istoni 
è quella di bloccare (reprimere) e di attivare (dere- 
primere) determinate informazioni geniche conte- 
nute negli specifici segmenti del DNA, in tal modo 
schermandoli o esponendoli al processo della tra- 
scrizione. Questa funzione degli istoni, che richiede 
modificazioni del loro grado di associazione elet- 


trostatica con il DNA, è resa possibile da sistemi 
enzimatici presenti nel nucleo che fosforilano, 0 
metilano, o acetilano determinati residui delle pro» 
teine istoniche. Per esempio l’acetilazione dell’am- 
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Figura 6.17 Modalità di assemblaggio dei diver- 
si componenti e struttura tridimensionale di un 
nucleosoma 


| diversi componenti sono presenti con colori diversi (da 
A. Fantoni, S. Bozzaro, G. Del Sal, S. Ferrari, M. Tripodi: 
Biologia cellulare e genetica. Parte prima: Biologia cellu- 
lare, Piccin Nuova Libraria, Padova, 2009). 








n" 





RIBOSOMI PROCARIOTICI 





MW 2.500.0 


f 






v- 


50S 
MW 1.600.000 MW 900.000 
55 sRNA 23S rRNA 16S rRNA 
120 2900 1540 
nucleotidi nucleotidi nucleotidi 
34 proteine 21 proteine 


MPA 


nucleotidi 


Cromosomi ® 115 


RIBOSOMI EUCARIOTICI 


80S 





/ 4.200. \ 


&- + 





/ 2. a 000 er, 1.400.000 


re rRNA 5.8S rRNA 185 L 


120 160 


nucleotidi 


1900 
nucleotidi 


nucleotidi 


— 49 proteine — 33 proteine 


Figura 6.18 Schema strutturale e componenti dei ribosomi di cellule procariote ed eucariote 


La forma dei ribosomi procarioti ed eucarioti è molto simile, mentre il numero e le sequenze dei loro componenti (rRNA 
e proteine) sono molto diversi (da A. Fantoni, S. Bozzaro, G. Del Sal, S. Ferrari, M. Tripodi: Biologia cellulare e gene- 
tica. Parte prima: Biologia cellulare, Piccin Nuova Libraria, Padova, 2009.). 


mino gruppo € del residuo di lisina ne elimina la ca- 
rica positiva, che viene ripristinata per deacetilazio- 
ne. 


RIBOSOMI 


L’ottanta per cento del RNA (rRNA) è struttural- 
mente e funzionalmente parte dei ribosomi, organel- 
li cellulari, a sede cotoplasmatica o ancorati al reti- 
colo endoplasmatico, costituiti fondamentalmente 
da nucleoproteine, derivati dalla associazione del 
RNA con proteine ribosomali. I ribosomi sono costi- 
tuiti da due subunità di diversa dimensione, entram- 
be contenenti rRNA e proteine, contrassegnate dal 
parametro di sedimentazione (S, da Svedberg). Le 
due subunità nei procarioti sono 30S e 50 S (il ribo- 
soma completo è 70 S), e contengono 21 e 34 diffe- 
renti proteine, rispettivamente, mentre negli euca- 
rioti sono 40 S e 60 S (il ribosoma completo 80 S) e 
contengono rispettivamente, una cinquantina e poco 
più di 30 differenti proteine rispettivamente( vedi 
Fig. 6.18).Quando ha inizio la biosintesi delle pro- 
teine (il processo operato dai ribosomi) le due sub- 
unità, prima separate, si uniscono e generano 1l ribo- 


» soma funzionante: la subunità minore costituisce la 


piattaforma su cui i tRNA si appaiano attraverso i lo- 
ro anticodoni con i corrispondenti codoni del 
mRNA, che scorre entro un “tunnel” formatosi tra le 
parti delle due subunità che si interfacciano. Come 
illustrato nello schema della Fig. 6.19 (che si riferi- 
sce ad un ribosoma procariote — negli eucarioti la si- 
tuazione è analoga) nella subunità maggiore, 505, 
sono presenti i siti per l’ingresso dell’amminoacido 
agganciato al rispettivo tRNA (sito A), quello per il 
peptide in formazione (sito P) e quello per l’uscita 
dal ribosoma della catena polipeptidica nascente. 
Nella subunità minore è collocato il sito per 
I’mRNA, come riferito sopra. Si noti (Fig. 6.18) che 
nei ribosomi sono anche presenti rRNA di relativa- 
mente piccola dimensione: il 5 S, di 120 nucleotidi, 
sia nei procarioti che negli eucarioti (è anche indica- 
to come sRNA “small! RNA”), e il 5.8 S, di 160 nu- 
cleotidi, solo negli eucarioti. Una peculiarità di alcu- 
ni rRNA è di possedere attività catalitica (ribozimi). 
Le proteine ribosomali, prevalentemente disposte 
sulla superficie dei ribosomi, oltre ad esprimere atti- 
vità catalitiche, facilitano le interazioni tra ribosoma 
e vari fattori implicati nella biosintesi proteica, e 
consentono agli rRNA di assumere le conformazio- 
ni attive (azione “chaperon”’). 
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Figura 6.19 Schema della struttura e siti ad azione catalitica di un ribosoma (da A. Fantoni, S. Bozzé 
G. Del Sal, S. Ferrari, M. Tripodi: Biologia cellulare e genetica. Parte prima: Biologia cellulare, Piccin Nuova Libra 


Padova, 2009). 
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CATALISI ENZIMATICA E NATURA DEGLI ENZIMI 


Catalisi enzimatica 


Gli enzimi possono essere definiti biocatalizzatori specifici di natura proteica. 
Sono infatti (quasi sempre) proteine, semplici o complesse, capaci di innalzare an- 
che enormemente (si può arrivare a 10!° volte) la velocità di reazioni chimiche termo- 
dinamicamente possibili, senza alterarne la costante di equilibrio. Quanto maggiore è 
l’aumento della velocità di reazione provocata dall’enzima, tanto maggiore è il potere 
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catalitico dell’enzima stesso (Tabella 7.1) L’azione 
catalizzatrice degli enzimi si differenzia da quella 
dei catalizzatori non enzimatici per tre caratteristi- 
che: 1) la efficienza: le reazioni enzimatiche si svol- 
gono a velocità più elevate; 2) la specificità: ogni 
enzima catalizza, generalmente, una ben determina- 
ta reazione a carico di un substrato specifico; 3) la 
regolabilità: implicita nella possibilità di variazione 
da uno stato di bassa o nulla attività dell’enzima ad 
uno di massima attività. La regolazione dell’attività 
enzimatica viene espletata nella cellula da specifici 
effettori, ormonali o non, o da variazioni chimico 
fisiche del mezzo in cui l’enzima opera. 

Si denominano substrati le sostanze che vengo- 
no trasformate nella reazione enzimatica e prodotti 
della reazione quelle che vi si formano. Per esem- 
pio nella reazione di demolizione dell’urea, cataliz- 
zata dalla ureasi, urea ed acqua sono i substrati, ani- 
dride carbonica ed ammoniaca i prodotti della rea- 
zione: 


NH5 


7 
ska +H20 — 2NH3 + CO5 
NHo 


Poiché la maggior parte delle reazioni enzimati- « 


che è reversibile, ad equilibrio raggiunto i due ter- 
mini perdono ovviamente il loro significato indica- 
tivo. 

Molti enzimi vengono preparati ad elevato gra- 
do di purezza e molti sono stati ottenuti in forma 


Tabella 7.I 


niente n la cente ri pi I 
Potere catalitico degli enzimi: rapporto fra la velocità della reazione in presenza o assenza di enzime 
(Venz/Vnonenz)- Esempi comparativi. Vapz: velocità della reazione in presenza di enzimi; V,onen: velocità della re 


zione in assenza di enzimi. 


R-O-PO3?- + H30 + R-OH + HPO,? 


O 
Il 
HoN-C-NH, ch 2H50 = 2NH3 È CO) 


Glicogeno + P; > glicogenom.1) + glucosio-1—P 


Glucosio + ATP + glucosio-6-P + ADP 


COy + Ho + HoCO3 = HCO 3 +H* 


O 
Il 
CHs-CHyg0H + NAD + CHx-C-H + NADH 









Alcooldeidrogenasi 


Creatina + ATP + Creatina-P + ADP >1.33x104 



















pura e cristallina. Per questi enzimi è possì 
esprimere l’attività enzimatica in termini di { 
della proteina: si denomina appunto unità di att 
tà enzimatica (U.I. = Unità Internazionale) 
quantità in peso della proteina che a 25 °C tras 
ma 1 umole di substrato in 1 minuto. Al te 
unità si preferisce oggi quello di Katal, cioé 
quantità della proteina enzimatica che trasforma 
mmole di substrato per secondo. Per attività spa 
fica di una preparazione enzimatica si intende il 
mero di unità per milligrammo di protel 
Ovviamente ad ogni successivo stadio di purifit 
zione l’attività specifica aumenta, in quanto ven 
no eliminate proteine estranee. Per numero di 1 
nover, 0 attività molecolare, di un enzima si inté 
de il numero di molecole di substrato trasformate 
una molecola di enzima per unità di tempo, gen 
mente per secondo. Per esempio l’attività moleco 
re della catalasi è di 40 x 10% quella della succini 
deidrogenasi di 1,1 x 105, e quella della DNA po 
merasi I di 15. 


Meccanismo della catalisi 
enzimatica 


La prima condizione che deve essere soddisfat 
affinché una reazione chimica possa avere luogo 
che l’energia libera basale delle molecole che va 
no incontro alla reazione sia superiore a quella po 
seduta dalle molecole che si producono nel corsi 





















2.7x105 | >4.5x106. 
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STATO DI TRANSIZIONE 


Reazione 
ENZ 


STATO BASALE 


ENERGIA LIBERA, G 


catalizzata 


Reazione 


non catalizzata AG**(P >S) 


AG**(P >S) 
ENZ 


STATO BASALE 





COORDINATA DI REAZIONE 


Figura 7.1 Diagramma delle variazioni dell'energia libera per la reazione S S P 





AG**S + P è l'energia di attivazione necessaria affinché S raggiunga lo stato di transizione; AG**P + S è l'energia 
di attivazione necessaria affinché P raggiunga lo stato di transizione; -AG” è la variazione (negativa) dell'energia li- 
bera per passare dallo stato di energia libera basale di S a quello di P_ La curva azzurra indica l'andamento delle va- 
riazioni di energia libera quando la reazione è catalizzata da un enzima; la curva in nero quando la reazione decor- 
re in assenza dell'enzima. AG**.,,5 > Pe AG**.,,P + S sono le energie di attivazione per le reazioniS > PeP4 
% necessarie per raggiungere lo stato di transizione in presenza dell'enzima. Si noti l’effetto di abbassamento di atti- 


vozione esercitato dall’enzima. 


della reazione (vedi Fig. 7.1). Pertanto, se la reazio- 
ne consiste nella trasformazione di un substrato, S, 
in un prodotto P: 

SP 

e l'energia libera a pH 7,0 (detta energia libera stan- 
dard) è indicata col simbolo G°’, è necessario che 
l'energia libera basale G°°S > G°°P e, di conseguen- 
za, che al termine della reazione si realizzi una ca- 
duta di energia libera -AG°’, uguale alla differenza 
(;°°S- G°’P. Il segno — sta ad indicare che si tratta, 
appunto, di una diminuzione dell’energia libera del 
sistema.* 

Quando il AG°’ di una reazione è negativo la 
reazione è esergonica, 0 termodinamicamente 
spontanea, in quanto il raggiungimento del suo sta- 
to finale non richiede apporto di energia. Quando 
invece il AG°’ di una reazione è positivo, la reazio- 


& 


ne è endoergonica, quindi termodinamicamente non 
spontanea, e necessita di apporto energetico per po- 
tere decorrere. 

Se la reazione S + P decorre, si raggiunge alla 
fine un equilibrio, la cui costante, definita nelle so- 
praddette condizioni standard, K’eq, è: 


ed è correlata al AG°’ dalla relazione: AG°’ = — RT 
In K’eq in cui R è la costante dei gas (8.315 
Joule/mol.K) e T è la temperatura assoluta (298 K). 
Tanto più grande è il valore negativo di AG°” tanto 
maggiore è la quantità di P rispetto ad S all’equili- 
brio, e quindi l’efficienza della trasformazione da S 
a P. Un elevato valore negativo di AG°’ non ha nul- 
la a che vedere, però, con la velocità di reazione. 


*L’equazione fondamentale relativa all’energia libera è la seguente: 


AG'= AG° + RrIn?! 


[S] 


dove AG” indica l’energia libera della reazione e AG®°” è l’energia libera standard, cioè quella in gioco a pH 7, prossimo al 


pH fisiologico. 
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La seconda condizione da soddisfare per con- 
sentire il decorso di una reazione chimica è che le 


molecole reagenti raggiungano il livello energetico 


dello stato di transizione, caratterizzato da un insie- 
me di atteggiamenti molecolari (allineamento di 
gruppi reattivi, formazione di cariche instabili tran- 
sienti, riarrangiamenti di legami, etc.) che favori- 
scono il passaggio di S a P, come pure di Pa S. 
L'energia necessaria per raggiungere lo stato di 
transizione, cioè la differenza tra l’energia libera al- 
lo stato di transizione e l’energia libera delle mole- 
cole reagenti, è detta energia di attivazione, indica- 
ta come AG** (vedi Fig. 7.1). Tanto più bassa è l’e- 
nergia di attivazione, tanto più probabile è che, a se- 
guito delle collisioni spontanee decorrenti in solu- 
zione, molecole reagenti la raggiungano e possano 
andare incontro alla reazione. Quindi più bassa è 
l’energia di attivazione, più elevata è la velocità di 
reazione. Tenendo sempre presente la reazione S & 
P e l’assunzione che l’energia libera basale G°°S è 
superiore a G°’P, è evidente che l’energia di attiva- 
zione AG"*S + P è inferiore a AG**P > S. Ciò im- 
plica che, seppur possibile, è meno probabile che, a 
parità di condizioni, le molecole P raggiungano lo 
stato di transizione rispetto alle molecole S. Quanto 


minore dunque è la differenza fra AG°’S e MIE, 


tanto più probabile è che la reazione avvenga sia nel 
senso S — P che in quello P + S: in sostanza, che 
la reazione sia di fatto reversibile. 

Nella reazione unimolecolare (e quindi di primo 
ordine) S + P, la velocità di reazione V è: V = k[S] 
dove k è una costante con dimensione reciproca del 
tempo (es. sec). Questa costante, sulla base della 
teoria dello stato di transizione, è correlata all’ener- 
gia di attivazione secondo la relazione: 


K= ST 4GRT 
h 


in cui K è la costante di Bolzmann, h la costante di 
Planck, R la costante dei gas e T la temperatura as- 
soluta. 

La maggior parte delle reazioni termodinamica- 
mente possibili si svolge con estrema lentezza, o 
non si svolgono affatto, in quanto la maggior parte 
delle molecole reagenti non è in grado di raggiun- 
gere lo stato di transizione per carenza dell’energia 
necessaria. 

-La peculiarità degli enzimi, come del resto dei 
catalizzatori in genere, è la capacità di accelerare la 
velocità della reazione abbassando | ‘energia di at- 
tivazione (Fig. 7.1). Conseguentemente, a parità di 
temperatura e di altre condizioni fisiche, un più ele- 
vato numero di molecole di substrato è in grado di 
raggiungere lo stato di transizione. È per questa ra- 


composto Intermedio, chiamato complesso “eni. 
ma-substrato”: 


gione della sua molecola che interagisce specifica» 



























gione, per esempio, che l’acqua ossigenata (H0,), 
pur essendo spontaneamente decomponibile in ac: 
qua ed ossigeno, si decompone in realtà molto len- 
tamente in assenza di catalizzatori. La sua decom: 
posizione implica infatti una energia di attivazione 
di 18 Kcal/mole, che si riduce a 11,7 kcal/mole in 
presenza di platino colloidale ed a 2 kcal/mole in 
presenza della catalasi, l’enzima specifico. 
L'enzima non altera tuttavia l’equilibrio della rea: 
zione, ma accelera dello stesso fattore la velocità 
della reazione nei due sensi. Se, ad esempio, l’equi. 
librio della reazione reversibile S & P viene rag: 
giunto quando la concentrazione di P è 10 volte più 
elevato di S (K’eq = 10), l’enzima non altera questo 
valore, ma ne accelera il tempo di raggiungimento, 

Il meccanismo con il quale l’enzima abbassa l'e: 
nergia di attivazione è legato alla formazione di un 


E+SSE-SSE-PSE+P 


In questo complesso le interazioni fra enzima è 
substrato sono spesso di tipo debole (legami ad idro» 
geno, legami idrofobici, legami ionici, interazioni di 
van der Waals) e sono accompagnate da scarsissima 
liberazione di energia libera. Al contrario, queste in. 
terazioni aumentano il contenuto energetico locale 
energia di legame — e facilitano il raggiungimento 
dello stato di transizione. Inoltre, la reazione S > P. 
avvenendo a livello del complesso, viene di fatto 
frazionata in una sequela di reazioni intermedie 
(E+S S ES; ESS FP; E-PS& E+P) ciascuna del: 
le quali ha una propria energia di attivazione forte» 
mente più bassa dell’energia di attivazione S — P 
Di conseguenza nell’ambito del complesso la proba: 
bilità di rottura, o di formazione, dei legami previsti 
dalla reazione è massima. Va notato che l’enzima 
“entra” nella reazione, combinandosi con il substra- 
to, per formare il complesso E-S. Questo si trasfor» 
ma nel complesso E-P che si dissocia poi nel prodot: 
to della reazione (P), ripristinando l’enzima (E) allo 
stato libero e quindi atto a ripetere il processo. Per 
questo continuo riciclaggio, gli enzimi sono attivi in 
estremamente piccole quantità. Vedremo più avanti 
come la formazione del complesso “enzima-substra- 
to” si concili perfettamente anche con le proprietà 
cinetiche degli enzimi. 


Sito attivo 
Sito attivo, o sito catalitico, di un enzima è la re» 


mente con il substrato. Il sito attivo è costituito da 
un insieme spazialmente ordinato di residui di am» 


il) 





minoacidi, alcuni dei quali partecipano al legame 
con il substrato (residui di contatto), altri al proces- 
so chimico di trasformazione del substrato nel pro- 
dotto di reazione, inducendo la modificazione dei 
legami richiesta dalla reazione (residui catalitici). 
Non sempre residui di legame e residui catalitici so- 
no distinti: alcune volte si identificano, sia pure in 
parte. Nella molecola enzimatica sono inoltre pre- 
senti residui di amminoacidi che, pur non facendo 
parte del sito attivo, sono necessari per mantenere il 
sito attivo nella conformazione idonea a legare ed a 


A SUBSTRATO 


TRIPSINA 


è fessura (B) 


SUBSTRATO 


SER!89 
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trasformare il substrato (residui posizionanti). I le- 
gami che si instaurano fra substrato e residui di le- 
game del sito attivo sono generalmente di tipo non 
covalente (legami idrogeno e interazioni idrofobi- 
che). In alcuni casi si formano anche legami cova- 
lenti transitori: vedi ad esempio il legame tioestereo 
che si forma fra aldeide-3-fosfoglicerica deidroge- 
nasi e aldeide 3-fosfoglicerica. In ogni caso il sub- 
strato si lega all’enzima con l’orientamento richie- 
sto per lo svolgimento della reazione specifica. 
Inoltre la formazione dei legami transitori fra enzi- 













SUBSTRATO 


ALA 


ELASTINA 


Tp FESSURA DI LEGAME 


i | 
. È 


AL SUBSTRATO 





LISOZIMA 
ura 7,2 Rappresentazione schematica del sito attivo di un enzima a infossatura (o tasca) (A) o 





è schema dei siti attivi ad infossatura della tripsina, chimotripsina e elastasi (tutti enzimi digestivi operanti su protei- 
ne). || sito attivo della tripsina, più infossato, consente l'interazione tra il gruppo NH; della lisina/arginina del substra- 
e il COO- dell'acido aspartico dell'enzima; il sito attivo della chimotripsina, più idrofobico, ospita catene laterali 
womatiche di amminoacidi del substrato; il sito attivo della elastina, fortemente idrofobico e poco infossato, consen- 
® l'ingresso di piccoli gruppi apolari quali il metile dell'alanina del substrato. Nella chimotripsina e nell'elastina l'am- 
minoacido presente nel sito attivo e coinvolto nella catalisi è la serina. B: schema del sito attivo a fessura del lisozima: 
nello fessura si accomoda una porzione esasaccaridica di un peptidoglicano contenente unità disaccaridiche ripetiti- 
ve di acido N-acetilmuramico (NAM) e N-acetilglucosammina (GlcNAc). La porzione esasaccaridica riposta nella fes- 
uo è costituita da 3 di queste unità disaccaridiche. L'enzima scinde il legame R1+ Aglicosidico fra NAM e GlcNAc. 
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Figura 7.3 Meccanismo della catalisi enzimatica 


B 
E + S 


E-S 


nale della molecola dell'enzima, che porta all’ adattamento perfetto del substrato sull’enzima e alla successiva «i 


trasformazione nel prodotto della reazione. 


E = Enzima; S = substrato; E-S = complesso “enzima-substrato”; E-P = complesso “enzima-prodotto della reazié 
ne”. Nello schema riportato il substrato viene scisso enzimaticamente in due frammenti, che sono il prodotto della rew 


zione. 


G 


ma e substrato determina nel substrato una ridistri- 
buzione di elettroni che induce una ‘“iensione” dei 
legami, preludente alla rottura di alcuni di essi. La 
conformazione spaziale del sito attivo è tale che SO- 
lo quel determinato substrato vi si può adattare. È 
proprio questa “individualità” del sito attivo che 
conferisce agli enzimi la tipica specificità. Quasi 
sempre il sito attivo è situato in una più 0 meno pro- 
fonda “infossatura” (“tasca” o ‘“ pocket”), o in una 
più o meno ampia “fessura” (‘“crevice” 0 “cleft”’), 
della molecola enzimatica, alla cui costituzione parte- 
cipano spesso residui di amminoacidi idrofobici. 
Questo ambiente interno idrofobico può consentire il 
rapido svolgimento di reazioni che in un ambiente ac- 
quoso avverrebbero lentamente a causa della elevata 
costante dielettrica dell’acqua, che agisce come iso- 
lante. Una rappresentazione schematica di siti attivi 
ad “infossatura”, proprio della tripsina, chimotripsina 
ed elastasi (enzimi digestivi), o a “fessura”, proprio 
del lisozima (che esercita un efficace azione antibat- 
terica), è illustrata nella Fig. 7.2. 

La specificità del sito attivo è stata simbolizzata 
dal concetto della “chiave serratura”, che esprime 
l’adattamento perfetto del substrato al sito attivo. 
Tuttavia ricerche più recenti hanno evidenziato che, 
almeno in alcuni enzimi, i siti attivi vanno incontro 
a modificazioni conformazionali nel momento in 
cui si legano al substrato. Se ne deduce che l’enzi- 
ma libero non contiene necessariamente un sito at- 


tivo preformato su misura del substrato, ma solo ct 
pace di un legame ‘superficiale’ con il substrate 
Questo legame iniziale induce tuttavia modifica 
zioni conformazionali della molecola enzimatità 
per cui il sito attivo si viene ad adattare perfetti 
mente al substrato, inducendone la trasformazione 
in prodotto della reazione: teoria dell’adattamente 
indotto (“induced-fit theory”) (Fig. 7.3 A, B) 
Questa teoria razionalizza meglio di quella della 
“chiave-serratura” la catalisi enzimatica delle rea 
zioni reversibili. E infatti difficile immaginare ché 
in un sito attivo perfettamente premodellato sul 
substrato possa altrettanto bene adattarsi anche il 
prodotto della reazione. Un esempio di sito cataliti» 
co attivo indotto dalla presenza di substrato è offer: 
to dalla esochinasi che promuove la formazione di 
glucosio-6-fosfato a partire da glucosio e ATP (Fig, 
7.4). L’esochinasi è costituita da due “dominii” po» 
lipeptidici (A e B nella Fig. 7.4) tra i quali è incw 
neata la fessura del sito attivo, accessibile all’acqua 
ed a piccole molecole idrofiliche, quali il glucosio, 
Il glucosio legandosi al sito attivo dell’enzima, né 
induce una modificazione conformazionale per cui 
la fessura si chiude creando una superficie inacces- 
sibile all'acqua e consentendo le reazioni chimiche 
che portano alla formazione di glucosio-6-fosfato. 
I meccanismi molecolari utilizzati nella catalisi 
enzimatica sono, in principio, quelli operativi nella 
catalisi chimica (reazioni elettrofile, nucleofile, rea- 
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figura 7.4 Rappresentazione schematica della struttura dell'esochinasi, costituita da due princi- 
pali dominii polipeptidici (A e B), e del suo sito attivo alla cui definizione partecipano entrambi i 


dominii 


ero ___ ETC 3 alert i 00 o eil 
n assenza dei substrati (glucosio e ATP) la regione del sito attivo è accessibile a acqua e a piccole molecole idrofile. 
n presenza di glucosio e ATP substrati dell'enzima, il sito attivo subisce una modificazione sterica a seguito della qua- 
è si chiude attorno al substrato impedendo l'accesso all'acqua. Il glucosio viene poi fosforilato per azione dell'esochi- 
nosi e il glucosio-6-P rilasciato, con ritorno dell'enzima alla configurazione sterica di partenza. 


sloni mediate da metalli, ecc.). La varietà di gruppi 
lunzionali offerta dai residui aminoacilici presenti 
nel sito attivo, e possibilmente anche in siti acces- 
sori, consente l’instaurarsi di reazioni e l’espressio- 
ne di effetti che, nel loro insieme, determinano il 
potere catalitico degli enzimi. Queste reazioni ed 
efletti possono essere così riassunte: (a) effetti di 
wwossimità, facilitazione dell’avvicinamento dei 
gruppi reattivi; (b) sequenzialità delle reazioni, cioè 
composizione della reazione in più tappe successi- 
ve, con barriere di attivazione più basse e quindi di 
più facile decorso; (c) reazioni a catena, determina- 
te dalla formazione di radicali liberi per azione del- 
l'enzima; (d) reazioni di catalisi bifunzionali aci- 
b-base, dovute al trasporto facilitato di protoni; (e) 
l'adattamento sterico indotto dalla presenza del 
iwbstrato; (£) la distorsione della forma e dimensio- 
ne del substrato indotta dall'interazione con l’enzi- 
ma; (g) effetti di orientamento consistenti nell’alli- 
neamento e migliore sovrapposizione degli orbitali. 
lutte queste reazioni ed effetti possono essere ope- 
nitive isolatamente o in combinazione 


Specificità 


La specificità, cioè la preferenza assoluta per 


a, 


una determinata reazione e per un determinato sub- 


‘| strato, è la caratteristica più saliente che differenzia 


gli enzimi dai catalizzatori non enzimatici. Sulla 
specificità di reazione si basa il criterio di classifi- 
cazione degli enzimi. La specificità di substrato 
può essere assoluta o relativa. È assoluta quando 
l’enzima catalizza quella determinata reazione a ca- 
rico di un unico substrato: es. la glucochinasi che 
catalizza la fosforilazione del solo glucosio; è rela- 
tiva quando l’enzima agisce su un gruppo di sub- 
strati: es. la esochrinasi che catalizza la fosforilazio- 
ne di vari monosaccaridi. Anche nel caso di specifi- 
cità relativa l’enzima esibisce diversa preferenzia- 
bilità per i vari substrati. Nel caso della esochinasi, 
ad esempio, il substrato preferito è il glucosio. In 
ogni caso gli enzimi esibiscono stereospecificità, 
nel senso che riconoscono uno soltanto di due ste- 
reoisomeri, essendo completamente inattivi sull’al- 
tro. Ad esempio la /attico deidrogenasi dei tessuti 
animali ossida a piruvato soltanto il L(+) lattato, 
oppure riduce il piruvato esclusivamente in L(+) 
lattato. Analogamente gli enzimi esibiscono specifi- 
cità geometrica verso gli isomeri cis e trans. Ad 
esempio la fumarasi è attiva sull’acido fumarico 
(trans), mentre è completamente inattiva sul suo 
isomero cis, l’acido maleico: 
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(trans) (cis) 


Nomenclatura e classificazione 


La denominazione individuale degli enzimi vie- 
ne fatta aggiungendo il suffisso -asi al nome del re- 
lativo substrato (es. ureasi, l’enzima che idrolizza 
l’urea), quello di classe aggiungendo -asi al nome 
che indica la reazione catalizzata. Per esempio gli 
enzimi che catalizzano il trasferimento del gruppo 
amminico da un substrato ad un altro si denomina- 
no fransaminasi o amminotransferasi, quelli che 
catalizzano la idrolisi degli esteri fosforici fosfatasi 
e quelli che idrolizzano le proteine proteasi. Alcuni 
enzimi conservano la denominazione empirica tra- 
dizionale: catalasi, pepsina, papaina. 


Gli enzimi finora noti sono stati raggruppati da 


una “Commissione Internazionale sugli enzimi”, 
istituita nel 1956, in 6 classi principali. 

1. Ossidoriduttasi: catalizzano reazioni di ossi- 
do riduzione. 

2. Transferasi: catalizzano il trasferimento di un 
raggruppamento chimico da una molecola ad un’al- 
tra. Tale raggruppamento può essere un carbossile 
(transcarbossilasi), un acile (transacilasi), un gli- 
cosile (transglicosilasi), un gruppo amminico 
(transaminasi), un gruppo fosforico (transfosforila- 
si), etc. FosfporRpasteRnc) < 

3. Idrolasi: catalizzano reazioni idrolitiche con- 
sistenti nella rottura di legami covalenti per introdu- 
zione di una molecola di acqua; comprendono, a se- 
conda del tipo di legame idrolizzato, le esterasi, le 
fosfatasi, le proteasi ed altre sottoclassi di enzimi. 

4. Liasi: catalizzano la rottura non idrolitica e, in 
molti casi, la formazione di legami covalenti quali: 
C-C, C-N, C--S ecc. Comprendono, fra gli altri en- 
zimi, le decarbossilasi, l’aldolasi e la citrato liasi. 

5. Isomerasi: catalizzano vari tipi di riorganiz- 
zazione intramolecolare, vale a dire reazioni mono- 
molecolari, che si svolgono cioè a carico di un solo 
substrato, che viene trasformato in un solo prodotto 
di reazione, che è un suo isomero. Comprendono le 
isomerasi vere e proprie, le epimerasi e le 
racemasi. 

6. Ligasi: catalizzano la formazione di legami 























covalenti quali: C-C, C-S, etc. Si tratta di reani 
fortemente endergoniche, che possono avve 
grazie all’energia fornita dalla rottura dei legami 
sfoanidridici dell'ATP o di un suo anal 
Comprendono, fra gli altri, le sintetasi e le car 
silasi. 

Queste classi maggiori, le sottoclassi in € 
comprese e, nell’ambito di queste, i singoli enzi 
sono contrassegnati da un nuniero di codice cc 
tuito da quattro cifre, di cui la prima indica la € 
se principale, la seconda la sottoclasse, la terza 
sottosottoclasse, la quarta l’enzima (vedi Tabe 
7.II). Per esempio la glucosio-6-fosfato fosfati 
l’enzima che idrolizza il glucosio-6-fosfato in gf 
cosio + fosfato, è classificata come 3.1.2.9. ed è d 
nominata D-glucosio-6-fosfato fosfoidrolasi. ( 
indica che questo enzima appartiene alla 3? cli 
(idrolasi), alla 1° sottoclasse (esterasi), alla 2? sot 
sottoclasse (fosfatasi) e nell’ambito di questa sot 
sottoclasse è il 9° enzima. 


Natura degli enzimi 


Gli enzimi sono costituiti da molecole di natu 
quasi sempre proteica e possono essere suddivi 
nelle seguenti tre classi: 


1. Proteine semplici. 

2. Metallo-proteine: formate da una proteina 
da un cofattore, generalmente rappresentato da ù 
ione metallico: Fe?*, Zn°*, Mn?*, Mg?*, Cu?” ecc, | 
più delle volte il cofattore è parte del sito attivo 
partecipa al legame substrato-enzima; in alcuni ca 
SI, pur non facendo parte del sito attivo, è tuttavi 
necessario per conferire alla proteina enzimatica 
conformazione idonea a consentire il legame fia 
substrato e sito attivo. 

3. Proteine coniugate: costituite da una porziont 
proteica (apoenzima) e da un gruppo non proteico 
Se questo gruppo è saldamente legato all’apoenzin@ 
viene denominato gruppo prostetico (es. la porfiriné 
nella perossidasi, il FAD nella succinico deidroge 
nasi); se invece è labilmente legato e quindi facil 
mente dissociabile viene denominato coenzima (es 
il NAD in varie deidrogenasi). Lo stesso coenzim@ 
può legarsi con apoenzimi differenti, formando al 
trettanti enzimi che agiscono ciascuno su un substra» 
to specifico, restando immodificata la natura dell’@ 
zione enzimatica. L’apoenzima conferisce la specifi. 
cità di substrato, il coenzima quella d’azione. 


Dal punto di vista della complessità della loro 
struttura molecolare gli enzimi possono essere di. 
stinti in: 
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Tabella 7.II 


Classificazione degli enzimi stabilita dalla Com- 
missione Internazionale. 


Numero 


EC 


Nome sistematico, classi (in corsivo) e 
‘ sottoclassi ; 


| Ossidoreduttasi (reazioni di ossido-ridu- 


| zione) 

i Azione su gruppi donatori =CH-OH 
con NAD* o NADP* come accettore 
con FAD o FMN come accettore 
con O; come accettore 

Azione su gruppi donatori =C=0O 
con NAD* o NADP* come accettore 
con O, come accettore 


WNT 


con NAD* o NADP* come accettore 
con FAD o FMN come accettore 
Transferasi (reazioni di trasferimento di 
gruppi funzionali) 
Trasferimento di gruppi Cl 
metiltransferasi 
idrossimetiltiransferasi e formiltransferasi 


Wbwibpiha=== 
MS 


N) —è —_ _—' —è — —-_ - -* -— 
N 

Ni 

. . 


WNT 


Trasferimento di gruppi aldeidici e chetonici 
| Aciltransferasi 
| Glicosiltransferasi 
| Trasferimento di gruppi contenenti azoto 
Amminotransferasi 
Trasferimento di gruppi contenenti fosforo 
| con un gruppo alcolico come accettore 
Idrolasi (reazioni di idrolisi) 
Rottura di legami esterei 
Idrolasi degli esteri carbossilici 
Idrolasi dei monoesteri fosforici 
Idrolasi dei diesteri fosforici 
Liasi (azione anche reversibile su doppi 
legami) 
Liasi su gruppi =C=C= 
Carbossiliasi 
Aldeideliasi 
Liasi su gruppi =C=0O 
Con aggiunta o rimozione di Ho O 
Liasi su gruppi =C=N- 
Ammonioliasi 
Isomerasi (reazioni di isomerizzazione) 
Racemasi e epimerasi 
Attive su carboidrati 
Isomerasi cis-trans 
Ligasi (formazione di legami con contem- 
poraneo intervento e rottura di ATP) 
Formazione di Legami C-O 
Ligasi amminoacil-mRNA 
Formazione di legami C-S 
| Formazione di legami C-N 
Formazione di legami C-C 
Carbossilasi 
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Azione su gruppi -CH=CH- come donatori | 


carbossiltransferasi e carbamiltransferasi | 


Do 
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1. Monomerici: costituiti da una sola unità pro- 
teica (monomero), vedi ad esempio gli enzimi idro- 
litici fra cui le proteasi digestive. 

2. Oligomerici: costituiti da più unità proteiche 
(monomeri), non covalentemente legate le une alle 
altre, comprendono la maggior parte degli enzimi, 
vedi, ad esempio, alcuni enzimi della glicolisi. 

3. Complessi enzimatici: costituiti da un’asso- 
ciazione organizzata di enzimi che cooperano in 
una serie sequenziale di reazioni costituenti, nel lo- 
ro insieme, un evento metabolico. Esempi di com- 
plessi enzimatici sono /e Q-chetoacido deidrogena- 
si (piruvato ed a-chetoglutarato deidrogenasi) e la 
sintetasi degli acidi grassi. La integrazione struttu- 
rale e funzionale dei complessi enzimatici rende 
possibile la catalisi coordinata di un processo meta- 
bolico, minimizzando le possibili reazioni seconda- 
rie. 


Isoenzimi 


Isoenzimi o isozimi sono enzimi esistenti in for- 
me molecolari diverse, catalizzanti tuttavia la stes- 
sa reazione--Esempio tipico è la /attico deidrogena- 
si, un tetramero costituito da tutte le possibili com- 
binazioni di due diverse catene polipeptidiche H e 
M, così denominate per la loro predominanza ri- 
spettivamente nel cuore (heart: H) e nel muscolo 
(M). Le 5 forme isoenzimatiche, tutte catalizzanti la 
stessa reazione: 


L(+)lattato + NAD* S piruvato + NADH 


sono la H, (in clinica LDH), predominante nel 
muscolo cardiaco, la My (LDHs) prevalente nel mu- 
scolo scheletrico e nel fegato ed 1 tre ibridi HHHM 
(LDH;), HHMM (LDH;) e HMMM (LDHa), diver- 
samente distribuiti nei vari tessuti. Poiché le sub- 
unità H ed M, codificate da due geni distinti, hanno 
diversa costituzione in amminoacidi e quindi pro- 
prietà elettrochimiche differenti (la subunità H è più 
elettronegativa della subunità M) gli isoenzimi del- 
la lattico deidrogenasi sono risolvibili per elettrofo- 
resi (Fig. 7.5). 

La loro determinazione quantitativa nel sangue 
offre un prezioso mezzo diagnostico delle lesioni 
d’organo. Infatti quando le cellule di un tessuto sub- 
iscono una lesione anche lieve, la lattico deidroge- 
nasi, che ha sede nel citosol, fuoriesce insieme con 
altri enzimi cellulari, per riversarsi nel sangue. 
Poiché, come si è detto, i vari tessuti sono dotati di 
un assetto isoenzimatico abbastanza caratteristico, 
la diagnosi di lesione d’organo diventa possibile in 
base ai dati dell’elettroferogramma degli isoenzimi 
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Leucociti Eritrociti Cervello 


Figura 7.5 Elettroferogramma su acetato di cellulosa degli isoenzimi della lattico deidrogenasi di 


un siero normale 


Dopo la corsa elettroforetica gli isoenzimi vengono evidenziati misurando l’attività enzimatica con un procedimento 
che porta alla formazione di un formazano colorato (blu-nero) che precipita in situ. AI pH impiegato solo l’isoenzima 
M4 (in clinica LDHs) migra verso il polo negativo; gli altri con velocità diversa verso il polo positivo. Nel siero norma: 
le la percentuale degli isoenzimi della lattico deidrogenasi è la seguente: Hy (LDH;) 44,5: H3M (LDHo) 46,0; HoMs 


(LDH3) 3,8; HM3 (LDH,) 1,0: M4 (LDH5) 0,5. 


della lattico deidrogenasi serica. Così un aumento 
dell’isoenzima Hy rileva una lesione miocardica (0, 
ma meno, renale), mentre un aumento dell’isoenzi- 
ma My, rivela una lesione del tessuto muscolare od 
epatico. 


Enzimi costitutivi ed induttivi 


Sono costitutivi gli enzimi permanentemente 
presenti nelle cellule, induttivi quelli che vi com- 
paiono solo quando richiesti. Per esempio, la pre- 
senza occasionale del substrato può indurre la sinte- 
si ex novo dell’enzima capace di trasformarlo. La 
induzione enzimatica non va confusa con l’attiva- 
zione enzimatica: la prima è il risultato della inne- 
scata sintesi dell’enzima, la seconda dell’aumento 
dell’attività dell’enzima preformato. 

Il fenomeno della induzione enzimatica è molto 
comune nei microorganismi come risposta alla pre- 
senza nel mezzo di incubazione di un determinato 
substrato. Ad esempio l’aggiunta di lattosio al mez- 
zo di coltura della Escherichia coli induce la sinte- 
si degli enzimi che ne consentono la utilizzazione 
metabolica e precisamente della relativa permeasi, 
che promuove il trasporto del lattosio attraverso la 
membrana batterica, e della }-ga/attosidasi, che ne 
determina la idrolisi in galattosio e glucosio. Di in- 
teresse medico, in quanto spiega la penicillino resi- 
stenza di alcuni batteri, è la comparsa in alcuni bat- 


teri dell'enzima penicillinasi, indotto dalla penicil. 
lina. La penicillinasi idrolizza la penicillina renden- 
dola inefficace come antibiotico. 

Negli animali superiori si può verificare una in- 
duzione enzimatica consistente non nella biosintesi 
ex novo di un enzima, ma nell’aumentata biosintesi 
di un enzima già presente. Con questo meccanismo 
gli ormoni glucocorticoidi stimolano la gluconeoge- 
nesi: agiscono infatti da “induttori” degli enzimi 
chiave di questo processo. La somministrazione di 
actinomicina D, un inibitore della sintesi proteica, 
annulla infatti l’azione di detti ormoni. La induzione 
enzimatica, cioè la sintesi di enzimi su richiesta, co- 
stituisce un dispositivo che consente agli organismi 
di rispondere efficacemente a diverse sollecitazioni 
con un notevole risparmio di amminoacidi (i precur- 
sori metabolici delle proteine) e di energia, necessa- 
ria per assemblare gli amminoacidi in proteine. 


CINETICA ENZIMATICA 


Cinetica delle reazioni enzimatiche 


L’analisi della cinetica di una reazione enzimati- 
ca, oltre che fornire informazioni importanti sul 
meccanismo della reazione, è utile ed a volte neces- 
saria per la valutazione dell’attività degli enzimi nel 
contesto del metabolismo. La progressione di una 
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Figura 7.6 Decorso di una reazione enzimatica 
in funzione del tempo espresso come quantità 
di prodotto formato o di substrasto rimasto 


ormato e substrato rimasto rimane costante. V, = velo- 
cità di reazione iniziale. 


reazione enzimatica viene seguita in base alla for- 
mazione del prodotto della reazione, oppure alla 
‘comparsa del substrato (Fig. 7.6). 

La velocità di reazione si ricava dalla quantità 
xlel prodotto formatosi, o del substrato scomparso, 
nell’unità di tempo. La velocità della reazione enzi- 
matica decresce con il tempo (Fig. 7.6). A tale pro- 
gressiva diminuzione contribuiscono: 1) la diminu- 
rione della concentrazione del substrato, 2) l’accu- 
mulo del prodotto della reazione, che nelle reazioni 
reversibili incrementa la velocità della reazione in- 
versa, 3) la denaturazione o la deattivazione del- 
l'enzima che si accentua con il tempo per un con- 
torso di vari fattori: temperatura, variazione di pH, 
ele, Per queste ragioni la stima della velocità di una 
teazione enzimatica è tanto più fedele quanto più 
niecolo è l’intervallo di tempo, dall’inizio della rea- 
ione, entro il quale si determina la concentrazione 
ilel prodotto della reazione. La velocità della rea- 
“ione, così misurata, risente minimamente dei fatto- 
tì sopraddetti e viene denominata velocità iniziale: 
ta 


influenza della concentrazione 
dell'enzima 


Per una determinata concentrazione di substrato 
lì v, è proporzionale alla concentrazione dell’enzi- 
ma (Fig. 7.7). 

(‘onsiderando la limitata solubilità delle macro- 
molecole enzimatiche (una soluzione 0,001 M di 


Raggiunto l'equilibrio la concentrazione netta di prodotto 
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LE] 


Figura 7.7 Variazione della velocità iniziale 
(vO) della reazione in funzione della concentra- 
zione dell'enzima (E) 


una proteina del PM di 100.000 richiede la solubi- 
lizzazione di 100 g/litro) detta proporzionalità è ov- 
viamente limitata a concentrazioni di enzima relati- 
vamente basse. Questa proporzionalità ha rilevanza 
pratica in quanto consente la misura delle concen- 
trazioni relative (espresse come unità catalitiche) 
di un enzima nei tessuti e nel sangue. 


Influenza della concentrazione del 


substrato 


Ad una determinata concentrazione dell’enzima 
la variazione della concentrazione del substrato [S] 
fa variare la velocità iniziale della reazione (vo) se- 
condo la curva iperbolica rappresentata nella Fig. 
7.8. A basse concentrazioni di substrato [S], v, è di- 
rettamente proporzionale a [S]. Man mano che la 
concentrazione del substrato aumenta, l'incremento 
della v, diminuisce progressivamente, fino al rag- 
giungimento asintotico della velocità massimale 
(Vmax); sopra questo limite l’ulteriore aumento del 
substrato [S] non modifica più la v.. Il valore V.,ax 
è una Importante caratteristica cinetica di un deter- 
minato sistema “enzima-substrato” ed è dipendente 
solamente dalla concentrazione dell’enzima. 


Costante di Michaelis e Menten 


Il peculiare effetto della concentrazione del sub- 
strato sulla velocità di reazione trova il suo raziona- 
le nella teoria postulata da Michaelis e Menten al- 
l'inizio del secolo scorso e convalidata poi da nu- 
merosi riscontri sperimentali. 

Secondo questa teoria l’enzima (E) che, per de- 
finizione, è a concentrazione costante, reagisce con 
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il substrato (S) per formare il complesso enzima- 
substrato (E-S). Questo va incontro ad una trasfor- 
mazione molecolare che porta alla liberazione del 
prodotto di reazione (P) e alla rigenerazione del- 
l’enzima libero (E): | 


Kj k3 
E+SSE-SSP+E 
ka ka 


La quantità di P dipende direttamente dalla con- 
centrazione di [E-S] e solo secondariamente dalla 
concentrazione di [S]. E chiaro che l’incremento di 
[S] determina un aumento proporzionale di [E-S], 
che a sua volta si traduce in un aumento lineare del- 
la velocità di reazione. Essendo [E] costante, ciò 
vale fino ad una certa concentrazione di [S]. Oltre 
questa concentrazione, ad un ulteriore aumento di 
[S] non corrisponde più un aumento proporzionale 
di [E-S], in quanto la quantità di enzima [E] diven- 
ta il fattore limitante la formazione di [E-S]. 
Allorché poi la concentrazione di [S] diventa suffi- 
ciente a mantenere tutto l’enzima in forma di [E-S], 
l’ulteriore aumento di [S] non ha più effetto (reazio- 
ne di ordine zero). Questa condizione si definisce 
_ Stato stazionario. A questo punto l’enzima è satu- 
rato ed ha raggiunto la sua massima azione cataliti- 
ca (Vmax); per questo la curva iperbolica della Fig. 
7.8 viene denominata curva di saturazione. 

La elaborazione matematica di questi concetti ha 
portato alla formulazione dell’eqguazione di 
Michaelis-Menten: 


Vmax [S] 
Km + [S] 


che esprime la relazione fra concentrazione del sub- 
strato [S] e velocità iniziale (v,) € permette la pre- 
visione di come ed in quale misura la velocità ini- 
ziale della reazione (v,) è influenzata dalle concen- 
trazioni del substrato [S]. Si tratta dell’equazione 
relativa alla iperbole rettangolare riprodotta nella 
Fig. 7.8, incuiv, e [S] sono le variabili e Vnaxe Kn 
due costanti caratteristiche. V,,.x è /a velocità mas- 
simale o limite, cioè il valore asintotico cui tende v, 
quando [S] è saturante; KX,, è /a costante di 
Michaelis-Menten corrispondente alla concentra- 
zione del substrato, in corrispondenza della quale la 
Vo è semimassimale. 
Sostituendo infatti v, con V,pax/2 si ottiene: 








V max Km + [S] 1 [S] 
= ——— ,donde — - ì 
2 Vmax [S] 2 Fan È [S] 


da cui 2 [S] = Kmn+[S]; [S]=Km 



















Vo valore 
asintotico 
F Vmax 

0244--———— ——___ n lil] lulu 

0.16 

0.08 

0.00 i 

0 | L 2 3 [8] 


Km (= 0.4mM) 


Figura 7.8 Effetto della concentrazione del 
strato [S] sulla velocità iniziale della reaz 


(Vo) 
La curva iperbolica viene denominata “curva di satun 


ene”. Km = costante di Michaelis-Menten; Va VW 
massimale. 


La costante di Michaelis-Menten esprime @ 
titativamente l'affinità dell’enzima per il subst 
minore è il valore della K,,,, maggiore è la all 
Infatti se l’affinità dell’enzima per un determ 
substrato è elevata bastano poche molecole di 
strato per saturare l’enzima e per raggiungere il 
lore critico della V,ax- 

Il valore di K,, è una caratteristica di ogni 

_ zione enzimatica. La Tabella 7.III riporta i val 
Km di alcuni enzimi: questi valori variano da (1, 
mM della arginil-tRNA sintetasi, nei confronti 
substrato tRNA"8, a 122 mM della chimotrì 
nei confronti del substrato sintetico glicil-tiron 
mide. La stessa Tabella mostra che lo stesso eng 
può esibire K,,, anche molto differenti nei rig 
dei diversi substrati. 

Uno stesso substrato può essere trasformati 
prodotti differenti da due (o più) enzimi. Quande 
le substrato viene messo a contatto di entrambi 
enzimi, prevale la reazione catalizzata dall’enz 
avente la Km più bassa, quando il substrato è pi 
sente in basse concentrazioni (enzima “b” nella 
7.9); prevale la reazione catalizzata dall’en 
avente la K,,, più elevata, quando il substrato è { 
sente in elevate concentrazioni (enzima “a” 


De 
1e 





Tabella 7.III 


Valori di K,,, di alcuni enzimi. 








Enzima Substrato I (mM) 
Anidrasi HpCO3 21. fi ER 
carbonica 
‘Chimotripsina N-benzoiltirosinammide 25 

IN-formiltirosimammide | 12 
N-acetiltirosinammide SL 
Glicil-tirosimammide — |122 


Acetil-L-triptofanammide 5 





Esochinasi Glucosio 0,15 
Fruttosio ES 
‘8-Galattosidasi | Lattosio 4 
IGlutammato | NH, | 57 
deidrogenasi —_—_____________tT-_____ 
Glutammato 0,12 
i a-Chetoglutarato 2 
NAD* 0,025 
NADH 0,018 
‘Aspariato \Aspartato 0,9 
| ct i a-Chetoglutarato 0,1 
| Ossalacetato 0,04 
Glutammato Pod 
ITreonina Treonina | DÌ 
deaminasi 
'Arginil4RNA- Arginina 0,003 
a- RNA 079 0,0004 | 
\ATP 0,3 | 
Mico \HCO3" 1,0 
‘corbossilasi e rara 
| Piruvato 0,4 
ATP 0,06 
'Penicillinasi | Benzilpenicillina 0,05 
| 32500 Esa-N-acetilglucosam- 0,006 


mina 


tig. 7.9). Per questo l’utilizzazione di uno stesso 
substrato lungo due vie metaboliche diverse dipen- 
de dalla sua concentrazione nella cellula e dalla K,, 
dei due enzimi che danno inizio alle vie metaboli- 
che. 
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b a 
Km 


Km D 


Figura 7.9 Relazione fra concentrazione del 


\ CI - 


per due enzimi (a e b) agenti sullo stesso sub- 
strato 


l'enzima a ha una K, più elevata (minore affinità per il 
substrato) e produce la V.ax a concentrazioni di substra- 
to più elevate; l'enzima b ha un valore di K,, più basso e 
raggiunge la V.nax a concentrazioni di substrato più basse 
(maggiore affinità per il substrato). La reazione catalizza- 
ta dall’enzima b è pertanto favorita da basse concentra- 
zioni di [S], quella catalizzata dall’enzima a è favorita da 
concentrazioni elevate di [S]. 


Essendo in pratica difficile misurare con esattez- 
za il valore di V,,,ax/2, sul grafico rappresentato nel- 
la Fig. 7.8, si usa determinare la V,nax con altri cri- 
teri, fra cui il più diffuso è la formulazione grafica 
di Lineweaver e Burk. Questa si attua riportando 1 
dati sperimentali su un diagramma, sulle ascisse del 
quale sono i valori 1/[S], cioè i reciproci delle con- 
centrazioni del substrato, e sulle ordinate i valori 
1/vo, cioè i reciproci delle velocità iniziali di reazio- 
ne (grafica dei doppi reciproci). 

I valori sperimentali si distribuiscono su una ret- 
ta che taglia l’asse delle ordinate in corrispondenza 
del valore 1/V,,ax ed, estrapolata, l’asse negativo 
delle ascisse in corrispondenza del valore 1/K,,. La 
pendenza della retta è definita dal rapporto 
K./Vmax- Ricavati in base a tale retta i valori 1/Vnax 
e 1/K,,,, si ottengono immediatamente i valori V,nax 
e K,,,- Tale retta è deducibile con semplici manipo- 
lazioni matematiche dal reciproco dell’equazione di 
Michaelis-Menten: 


Vmax [S] 


Km + [S] 
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Km + [S] 
: ———+— Àé@ 


Vo Vinax [S] 


il cui reciproco è 





1 Km S 


= — ——— + r_—_€€66 
Vo Vnax [S] Vmax [S] 





Eliminando [S] nel secondo termine si ottiene; 





Tenendo presente che V,,ax e Kn Sono valori co- 
stanti, l'equazione (2), del tipo y = ax + b, è appun- 
to l'equazione relativa alla retta della Fig. 7.10 nel- 
la quale a (K,/Vmax) è la pendenza e b (1/V pax) 'in- 
tercetta sull’asse delle ordinate. La grafica dei dop- 
pi reciproci di Lineweaver-Burk per la determina- 
zione della V,,ax € della K,, delle reazioni enzimati- 
che è quella più comunemente impiegata. Altre gra- 
fiche sono quelle di Hanes e di Eadie-Hofstee (vedi 
Fig. 7.11) 


Influenza del pH sull'attività 
enzimatica 


L’efficienza catalitica degli enzimi è notevol- 
mente influenzata dal pH del mezzo. Ciò è com- 
prensibile ove si consideri che l’adattamento del 
substrato in corrispondenza del sito attivo dell’enzi- 
ma, e quindi la formazione del complesso E-S, di- 
pende da una particolare ionizzazione del substrato 








Intercetta = V.naX/Km 


Pendenza = -1/K,, 


Vo 


ma è caratterizzato da un pH ottimale, sopra e sot 


molto bassi (es. la pepsina intorno a pH 1,5) o m 


Intercetta = Va 


1/V0 











Pendenza = Km 
Vines 
Intercetta = 
max 
5 
1/V = 
AA max=4 (unità di V_) 
# Vmax= 0.25 
4 
VI 
Vi 
4 
VÀ 
la 
1 4 0 1 2 î 
-1/Km=-0.8 1/(8) 
Km=1.25mM 


Figura 7.10 Effetto della concentrazione 
substrato [S] sulla velocità iniziale della 
zione (vo) 


Diagramma dei doppi reciproci secondo Linewea 
Burk. | valori arbitrari di Vo sono gli stessi riportati è 
Fig. 7.6. 


e da quella di determinati residui di amminoacidi 
corrispondenza del sito attivo. Per questo ogni el 


il quale l’attività enzimatica decresce (curva a ca 
pana, Fig. 7.12). La diminuzione di attività per pi 
coli spostamenti di pH da quello ottimale è reve 
bile; ampie variazioni di pH possono invece ind 
re una inattivazione dell’enzima. 

La maggior parte degli enzimi ha pH ottimi 
intorno a 7; solo pochi enzimi hanno pH ottim 


to elevati (es. arginasi a pH 9,8) (Fig. 7.12). 
Non sempre il pH ottimale di un enzima si ident 
tifica con il pH del suo ambiente intracellula 









Pendenza = 


“tim [S] 


Figura 7.11 Grafici per il calcolo dei valori di Km € Vmax di una reazione enzimatica secondo Eadie 


Hofstee (A) e Hanes (B) 
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Figura 7.12 Effetto del pH sull'attività enzima- 
tica della pepsina (a), della glutammato dei- 
drogenasi (b) e della arginasi (c) 


Poiché la cellula contiene numerosi enzimi con pH 
ottimali dislocati in una gamma di valori, il pH del 
liquido intracellulare costituisce un importante fat- 
tore di regolazione delle attività degli enzimi in es- 
&0 presenti. 


influenza della temperatura 
sull'attività enzimatica 


La velocità delle reazioni enzimatiche, come di 
quelle chimiche, cresce con l’aumento della tempe- 
Mtura. Tuttavia al di sopra di una determinata tem- 
peratura, che varia da enzima ad enzima, ma che 
per la maggior parte degli enzimi è intorno a 40-45 
, le proteine enzimatiche vengono denaturate. 
l'ertanto la temperatura ottimale di un enzima è la 
risultante di queste due condizioni contrastanti, co- 
«me è rilevabile dalle curve della Fig. 7.13. 
\)vviamente anche alla temperatura ottimale d’azio- 
ne l'enzima va incontro, col tempo, al processo di 
inattivazione termica. Pertanto tale temperatura ri- 
nane veramente ottimale solo per un relativamente 
breve periodo di reazione. 

Alcuni enzimi vengono denaturati anche dalle 
Mmsse temperature. La ATPasi mitocondriale, ad 
mwempio, è inattivata per raffreddamento a 5 °C, 
mentre è stabile a temperatura ambiente. Altri en- 
“mi, come alcune proteasi o fosfolipasi, sono inve- 
relativamente stabili al calore. 


NIBIZIONE ENZIMATICA 


(Quasi tutti gli enzimi sono suscettibili di inibi- 
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Figura 7.13 Effetto della temperatura (T) sul- 
l'attività enzimatica 


La curva relativa alla variazione effettiva della velocità ini- 
ziale della reazione (vo) in funzione della temperatura 
(curva piena) è la risultante delle curve di attivazione e di 
denaturazione. 


zione da parte di composti capaci di combinarsi con 
la molecola enzimatica in modo reversibile o irre- 
versibile. Lo studio della inibizione degli enzimi ri- 
veste notevole importanza, sia perché fornisce utili 
informazioni sul meccanismo di azione degli enzi- 
mi, sia perché aiuta a comprendere l’azione di mol- 
ti farmaci o tossici che agiscono come inibitori en- 
zimatici. 

Gli inibitori reversibili reagiscono reversibil- 
mente con l’enzima secondo un equilibrio la cui co- 
stante (K;) è espressione quantitativa della affinità 
dell’inibitore per l’enzima, così come la K,,, rappre- 
senta l’affinità del substrato per l’enzima. Gli inibi- 
tori irreversibili, o inattivatori, formano legami co- 
valenti stabili con residui di amminoacidi della mo- 
lecola enzimatica indispensabili per l’attività catali- 
tica dell'enzima. Esempio tipico di inibitore irre- 
versibile è il monoiodoacetato che reagisce specifi- 
camente con 1 gruppi tiolici (-SH): 


E-S [H+ 1|- CH3-COOH E-S-CH,-OH 
Enzima Acido HI Enzima 
monoiodoacetico inattivato 


Quando questi, come nel caso della aldeide-3- 
fosfoglicerica deidrogenasi, appartengono a residui 
di amminoacidi che partecipano funzionalmente al- 
la catalisi, l’attività enzimatica ne risulta irreversi- 
bilmente inibita. 

Non si considerano inibitori irreversibili, ma 
agenti denaturanti, quelle sostanze che, come l’aci- 
do tricloroacetico o perclorico, denaturano o demo- 
liscono la molecola enzimatica. 
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Meccanismi di inibizione 
enzimatica (reversibile) 


Inibizione competitiva. Questo tipo di inibizio- 
ne si verifica quando un enzima viene a contatto 
con un composto strutturalmente simile al substrato 
naturale. Per esempio, la succinico deidrogenasi, 
l’enzima che deidrogena l’acido succinico (HOOC- 
CH;-CH;-COOH) in acido fumarico, è inibita com- 
petitivamente dall’acido malonico (HOOC-CH,- 
COOH), l’analogo inferiore. Evidentemente la so- 
miglianza di struttura chimica dell’inibitore con il 
substrato trae in inganno l’enzima, il quale lega in 
corrispondenza del “sito attivo” l’inibitore, che vie- 
ne così ad occupare il posto del substrato. 
Caratteristica della inibizione competitiva è infatti 
la competizione fra inibitore e substrato per il sito 
catalitico, secondo il seguente equilibrio: 


as, —* 


ES —® E+P 


‘it 


La formazione del complesso “enzima-inibito- , 


re” (E-I), che non può essere ulteriormente trasfor- 
mato nel prodotto di reazione (ma solamente ridis- 
sociato in E ed I), riduce il numero delle molecole 
di enzima libero (E) disponibile per la formazione 
del complesso “enzima-substrato” (E-S) e quindi 
per la formazione del prodotto della reazione (P). 
Pertanto la velocità della reazione dipende dal rap- 
porto E-S/E-I e quindi dal rapporto SI/I. 
Caratteristica della inibizione competitiva è appun- 
to la sua reversibilità per aumento della concentra- 





-1/Km -1/K, 


1/(5]mm 

















zione del substrato. È infatti ovvio che più subst 
to è disponibile, più enzima vi si lega formando u 
più elevata quantità di prodotto (P). 

Nel diagramma di Lineweaver-Burk (Fig. 7.14 
la retta relativa alla inibizione competitiva, che si 
cava misurando la velocità di reazione ad una co 
centrazione fissa di inibitore ed a concentrazio 
crescenti di substrato, interseca l’asse delle ordini 
te nello stesso punto (1/V,,ax) della retta relativa al 
l’enzima privo di inibitore. 

Questo significa che a concentrazione infinità 
S (1/S = 0) la Vimax © uguale sia in presenza che | 
assenza di inibitore. L’inibitore induce invece W 
aumento della K,,, (K; è maggiore di K,,,) in quanti 
diminuisce l’affinità dell'enzima per il substral 
Quindi l’inibitore competitivo non modifica la V 
ma eleva la K,. Ciò è rilevabile anche dal diagran 
ma secondo Michaelis e Menten. 

Alcuni farmaci esplicano la loro azione inibendi 
competitivamente determinati enzimi. 


Inibizione non competitiva. Nella inibizion@ 
non competitiva l’inibitore si lega reversibilmente 


_ alla molecola enzimatica, ma non in corrispondet 


za del sito attivo, tanto che il legame del substrato € 
dell’inibitore all’enzima non è mutuamente esclusì: 
vo, 0 competitivo, come nel caso precedente. Prova 
ne è che l’inibitore non competitivo può reagire sit 
con l’enzima libero (E) sia con l’enzima legato al 
substrato (ES), formando rispettivamente il com 
plesso E-I ed il complesso E-S-I. In ogni caso vié 
ne inibita la formazione del prodotto di reazione. A 
differenza della inibizione competitiva, quella non 
competitiva non viene modificata dall’elevazione 
della concentrazione del substrato. La Fig. 7.15 fà 
rilevare che l’inibizione non competitiva non modi» 





Km Ki 


[s] 


Figura 7.14 Inibizione competitiva diagrammata secondo Lineeweaver-Burk (doppi reciproci) (A) 


e secondo Michaelis e Menten (B) 


e__—_—_ _—__—__- '*'’’°°*’‘°0°9°»>* 
La Vmax Non viene diminuita dall'inibitore competitivo (IC), che invece fa aumentare la K,,, . Ki = K,, în presenza del. 


l’inibitore competitivo. 
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Km 


Figura 7.15 Inibizione non competitiva diagrammata secondo Lineweaver-Burk (reciproci) (A) e 


secondo Michaelis e Menten (B) 


‘a K,, non viene modificata dall’inibitore non competitivo (I), che invece diminuisce la Vmax Wo 


fica la K,,, ma diminuisce la V,max. Ciò significa 
che, dipendentemente dalla concentrazione dell’ini- 
bitore non competitivo, un numero più o meno ele- 
vato di molecole dell’enzima, quelle che si sono le- 
unte all’inibitore non competitivo, non è funzionan- 
le, ma che le restanti interagiscono normalmente 
con il substrato. 

Sono inibitori non competitivi alcuni tossici cli- 
nicamente rilevanti, data la frequenza delle relative 
intossicazioni: fra questi i metalli pesanti, mercurio 
è piombo in particolare, che inibiscono i numerosi 
enzimi la cui attività è dipendente dalla integrità di 
gruppi SH. 

Una particolare variante della inibizione non 
gompetitiva è la “inibizione incompetitiva”, nella 
quale l’inibitore si lega solo con la forma E-S del- 
l'enzima, nel caso di enzimi ad un solo substrato, 
portando simultaneamente ad una diminuzione sia 
Mella K,, sia della Va» Nel diagramma dei doppi 
wxciproci secondo Lineweaver e Burk, l’inibizione 
competitiva si evidenzia con una linea parallela a 
quella ottenuta in assenza dell’inibitore e più alta ri- 
Mpetto ad essa: 


























WK,. 


in cui E è l’enzima, I l’inibitore e 1/V!nax è la Vmax 
dell’enzima in presenza dell’inibitore. 

Inibizione da prodotti della reazione. 
L’accumulo dei prodotti della reazione implica per 
tutte le reazioni reversibili una progressiva inibizio- 
ne dovuta sia alla diminuzione del substrato, sia al- 
l’aumento del prodotto di reazione. Tuttavia alcuni 
enzimi, per esempio la esochinasi e la glucosio-6- 
fosfato fosfatasi, sono inibiti dai prodotti della rea- 
zione molto di più di quanto previsto dalla legge di 
azione di massa. Si deve quindi ammettere che in 


, questi casi particolari i prodotti della reazione espli- 


cano sull’enzima un’azione inibitrice di tipo com- 
petitivo reversibile. 


Applicazione degli inibitori degli 
enzimi in medicina 


Le conoscenze della inibizione enzimatica han- 
no consentito di interpretare l’azione di certi farma- 
ci come inibitori di determinati enzimi e di sintetiz- 
zare nuovi farmaci per inibire specifici enzimi in 
determinate condizioni patologiche. 

Vedremo come i su/famidici (sulfanilammide), 
analoghi dell’acido paraamminobenzoico (PABA), 
agiscano per competizione con questo fattore di 
crescita dei batteri, bloccando enzimi necessari per 
il loro sviluppo o riproduzione. Gli organismi supe- 
riori che, non utilizzando il PABA, non ne sono in 
alcun modo dipendenti, non subiscono invece la de- 
leteria azione dei sulfamidici. Vedremo anche che 
gli antifolici vengono utilizzati come antimetaboliti 
nel trattamento delle neoplasie maligne, particolar- 
mente delle leucemie. Competendo infatti con gli 
acidi folici, necessari per la riproduzione cellulare, 
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la inibiscono; ciò è di utilità quando la proliferazio- 
ne cellulare è patologicamente esaltata, come nel 
caso dei globuli bianchi nelle leucemie. 

Tipico farmaco che agisce inibendo un enzima 
specifico è l’a//opurinolo, inibitore della xantina 
ossidasi, l’enzima che produce l’acido urico. Da qui 
il suo largo impiego nella cura delle iperuricemie e 
nella gotta. 

Altro esempio è fornito dalla neostigmina, inibi- 
tore competitivo della acetilcolinesterasi. Si spiega 
così la sua utilizzazione nel blocco neuromuscolare 
e nel trattamento della miastenia gravis. In questa 
malattia i recettori postsinaptici per l’acetilcolina 
sono scarsi, per cui la preservazione dell’acetilcoli- 
na è di grande utilità. 
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Cinetica delle reazioni enzimatiche 
cui partecipano due substrati 


Nella gran parte delle reazioni enzimatiche sono 
coinvolti due substrati. Pertanto in una reazione di 
questo tipo si parte da due substrati, A e B, e si ot- 
tengono due prodotti, P e Q: 


A+B->P+Q 


Queste reazioni possono decorrere con due dif- 
ferenti meccanismi: i/ meccanismo sequenziale e il 
meccanismo a “ping-pong”. Nel meccanismo se- 



















quenziale entrambi i substrati si legano uno d 
l’altro all’enzima (E), formando il complesso € 
ma-substrati (E-AB), e vengono trasformati nei 
spettivi prodotti di reazione a livello del compl 
(complesso enzima-prodotti di reazione: E-P 
Alla fine il complesso si scompone liberando |' 
zima e i due prodotti di reazione: 


E+A+B- E-AB >. E-PQ > E+P+0 


Se un substrato, poniamo A, si lega sistematk 
mente per primo all’enzima le reazione sequenzi 
si dice “ordinata”. Se invece può casualmente 
garsi per primo sia l’uno sia l’altro substrato la 
zione si dice “randomizzata”: 





E+A S E-A Ban 
E-A+B S E-ABS E-PQS E-P+0 , 
E-P S E+P lo 
oppure 

E+B S E-B ba 


E-B+A S E-BA S E-Q+P 
E-QS E+0O 


Un esempio di reazione a meccanismo sequi 
ziale, randomizzata, è offerto dalla creatina chi 
(CK) che catalizza la reazione: 


creatina (C ) + ATP S creatina —P (C-P) + AD 


La reazione decorre nel modo schematicame 
riportato nella Fig. 7.16. 

Nel meccanismo a ping-pong un substrato, { 
niamo A, si lega all’enzima (E), e viene conve 
nel prodotto P, che si libera dall’enzima. L’enzit 
nell’interazione col substrato A, si trasforma px 
in una forma modificata (E*) la quale si lega a è 
volta col secondo substrato, che viene convertitò 
prodotto Q, con liberazione dell’enzima: 


E+A S E-A 5 E*-P 5 E*+P 
E*+ BSE*-BS E-Q 5 E+Q 


In altre parole solo a seguito dell’interazione & 
il primo substrato l’enzima può interagire con il 
condo substrato. 

Un esempio di meccanismo a ping-pong è oll 
to da molte chinasi, enzimi che promuovono reati 
ni di fosforilazione. Ad esempio la reazione catal 
zata dalla esochinasi (o glucochinasi): 





glucosio + ATP + glucosio + 6-P +ADP 


procede con la seguente sequenza: 





=> ATP e CK 





ATPeCKeC > 


© ck Cè CK 
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DB: ua 


ADP + CK 





ADP e CK e C— P 


CK=c—P1_—=@d+ cK 


Figura 7.16 Schema del decorso della reazione catalizzata dalla creatina chinasi (CK) 


CL: creatina; C-P: creatina fosfato 


ATP + chinasi > ADP + chinasi-P 
chinasi-P + glucosio + chinasi + glucosio-6—P 




























In questa reazione la forma “modificata” del- 
‘enzima (chinasi) è la chinasi fosforilata (chinasi- 
P), 


REGOLAZIONE DEGLI ENZIMI 


La attività degli enzimi può essere regolata, sul- 

la base delle necessità metaboliche della cellula in 
xi operano, con meccanismi diversi: /) modifica- 
ione covalente della molecola dell'enzima; 2) as- 
lazione-dissociazione dei monomeri costituenti 
Li molecola oligomerica dell'enzima; 3) azione su 
io secondario dell’enzima (allosterismo); 4) indu- 
me e repressione genica della biosintesi della 
Meina enzimatica. I meccanismi 1), 2) e 3), che si 
plicano sulla proteina enzimatica già sintetizzata, 
nplicano rapide transizioni dallo stato attivo a 
ello inattivo e viceversa. La induzione e la re- 
:tsione genica implicano invece una regolazione 
ita e graduale. Quest'ultima modalità di regola- 
me verrà considerata a proposito della sintesi 
Meica. 
Non va infine dimenticato che ogni enzima, co- 
tutte le proteine, viene continuamente biosinte- 
nto e degradato, e che la sua concentrazione (e 
indi l'efficacia della sua azione) dipende dal bi- 
10 di questi due processi. Pertanto anche le pro- 
giocano un ruolo importante nel mantenere la 
ventrazione degli enzimi ai livelli ottimali di 
imionalità. 


Modificazione covalente. Una proteina enzima- 
può subire una modificazione della sua attività 
xli{icazione covalente postsintetica) per attacco 
meco di un raggruppamento chimico da uno o 
residui degli amminoacidi costituenti. Il caso 


più frequente è la fosforilazione e la defosforilazio- 
ne di uno o più residui di serina, treonina o tirosina 
(Fig. 7.17). Nell’esempio della Fig. 7.17 la forma 
non fosforilata è inattiva e quella fosforilata è attiva 
(vedi glicogeno fosforilasi). In altri casi la forma 
non fosforilata è attiva e quella fosforilata inattiva 
(vedi glicogeno sintetasi). Il processo è reversibile 
ed implica una variazione di conformazione dell’in- 
tera proteina (donde il simbolismo O S D). Il rag- 
gruppamento fosforico viene ceduto all’enzima 
dall’ ATP per l’azione catalitica di specifiche protei- 
na-chinasi; la defosforilazione dell’enzima avviene 
per idrolisi, catalizzata da proteina-fosfatasi più o 
meno specifiche. 

® In genere gli enzimi catabolici sono attivati dal- 
la fosforilazione, mentre quelli anabolici ne sono 
inattivati. Questa coordinazione consente di evitare 
dispendiosi cicli futili e di rendere la risposta meta- 
bolica logicamente conseguente ad uno stimolo, ad 
esempio ormonale, avente azione regolatoria. Per 
esempio la fosforilazione, attivando la glicogeno 
fosforilasi e deattivando la glicogeno sintetasi, 
adatta il metabolismo del glicogeno al segnale del- 


ATP 


(E)-CH,0H SO [E]}-cH-0-®) 


enzima defosforilato ADP enzima fosforilato 
(inattivo) (attivo) 


| X@ | 


Figura 7.17 Modificazione covalente (fosforila- 
zione e defosforilazione) dell'attività enzimati- 
ca 


Nell'esempio l'enzima fosforilato è attivo, l'enzima defo- 
sforilato è inattivo. 
(1) = Proteina-chinasi, (2) = proteina-fostatasi. 
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l’adrenalina. Altrettanto dicasi della trigliceride li- 
pasi e della trigliceride sintetasi, la prima attivata e 
la seconda deattivata dal processo di fosforilazione. 

Nel caso di alcuni enzimi, la regolazione basata 
su modificazioni covalenti può avvenire per proces- 
si di: (a) acetilazione (0 acilazione) - deacetilazio- 
ne (0 deacilazione) a carico di un resto di lisina (do- 
natore: acetil-CoA o acil-CoA, con liberazione di 
coenzima A); (b) adenilazione - deadenilazione a 
carico della tirosina (donatore: ATP, con liberazione 
di pirofosfato); (c) uridilazione - deuridilazione a 
carico sempre della tirosina (donatore: UTP, con li- 
berazione di pirofosfato); (d) ADP-ribosilazione — 
de-ADP-ribosilazione a carico di un resto di argini- 
na, glutammina o cisteina (donatore: NAD, con li- 
berazione di nicotinamide); (e) metilazione - deme- 
tilazione a carico dell’acido glutammico (donatore: 
S-adenosil metionina, con liberazione di S-adenosil 
omocisteina); (f) aggiunta-distacco di residui di N- 
acetilglucosammina a carico di un resto di serina o 
treonina (donatore: UDP-GIcNAc). In questi casi, il 
residuo viene aggiunto all’enzima per azione di una 
transferasi in presenza dell’opportuno donatore, 
mentre la rimozione del residuo avviene per azione 
idrolitica. 

Nella regolazione per modificazioni covalenti 
può essere inclusa anche la trasformazione proenzi- 
ma (zimogeno) + enzima, che implica rottura di le- 
gami e modificazioni conformazionali della mole- 
cola enzimatica. Alcune proteine enzimatiche ven- 
gono infatti sintetizzate in forma funzionalmente 
inattiva (zimogeni o proenzimi) e solo dopo la loro 
secrezione dalla cellula subiscono modificazioni 
strutturali che le rendono attive (enzima attivo). 
Esempi tipici ne sono alcuni enzimi digestivi (pep- 
sina, tripsina, chimotripsina e carbossipeptidasi) ed 
alcuni fattori della coagulazione del sangue (fibri- 
nogeno, protrombina, fattore VIII ecc.). La conver- 
sione proenzima + enzima implica in ogni caso il 
distacco idrolitico di un frammento peptidico e la 
conseguente modificazione della conformazione 
della risultante proteina. Questa variazione di con- 
formazione, che implica un nuovo assetto tridimen- 
sionale dei residui degli amminoacidi, porta alla 
predisposizione sterica del sito attivo e quindi al- 
l’attivazione della proteina enzimatica. La inattività 
dei proenzimi e la loro attivazione nella sede e nel 
momento opportuno garantisce la cellula che li pro- 
duce dall’azione proteolitica distruttiva degli enzi- 
mi attivi; oppure previene una coagulazione intem- 
pestiva del sangue. Ovviamente il tipo di attivazio- 
ne enzimatica fondato sulla trasformazione di un 
proenzima in enzima non è reversibile. Il proenzi- 
ma infatti viene ricostituito per sintesi proteica ex 
novo. 


: rl competitivi gli effettori allosterici non si ey 
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Figura 7.18 Modulazione dell'attività enzi 
ca per “associazione-dissociazione” della 
cola dell'enzima 


Nell'esempio riportato la dissociazione di un enzim@ 
tramerico in due dimeri è reversibile; l'ulteriore disse 
zione dei dimeri in monomeri è invece irreversibile. 


Associazione/dissociazione. Il processo di 
sociazione-dissociazione” delle unità monomet 
di un enzima oligomerico, che costituisce un @ 
importante meccanismo di regolazione rapida @ 
l’attività enzimatica, è schematizzato nella 
7.18. Esempi di questo tipo di regolazione sono 
acetil-CoA carbossilasi e la isocitrato deidroge 


Regolazione allosterica. Gli enzimi suscetti 
di andare incontro a questo tipo di regolazione w 
gli enzimi allosterici, la cui attività può essere ? 
dificata (depressa o esaltata) da specifici compi 
detti effettori allosterici. A differenza degli inil 


al sito attivo (o catalitico), ma ad un sito speci 
detto sito allosterico o sito regolatore. Nei casi 
nora studiati, sito attivo e sito allosterico posw 
essere situati in subunità diverse della molecola 
zimatica, denominate rispettivamente subunità è 
talitiche e subunità regolatrici. 

Per esempio la aspartato transcarbamilasi de 
Escherichia coli, l'enzima allosterico più int 
mente conosciuto, ha una struttura quaternaria 
sistente di due trimeri di subunità catalitiche e da 
dimeri di subunità regolatrici. Ogni molecola 
aspartato transcarbamilasi (PM = 310.000) possi 
quindi 6 siti attivi e 6 siti allosterici (Fig. 7.19) 


:@=:000 
6|r|== 3frfr 


subunità enzima A 


ASA A 
IR Iii 
vi 


Figura 7.19 Composizione e struttura del 
spartato transcarbamilasi della E. Coli 


L'enzima (PM = 310.000) è costituito da 6 subunità 4 
talitiche (c) e da 6 subunità regolatrici (r) fra loro dia 
ciabili. Ogni subunità è dotata di un sito rispettivame 
catalitico e regolatore. 





































(8) 
Figura 7.20 Cinetica di una reazione catalizzata 
da un enzima non allosterico (A) (curva iperbo- 
lica) e da un enzima allosterico (B) (curva sig- 
moidea) 


A differenza dei comuni enzimi, la cui attività è 
enratterizzata dalla cinetica di saturazione, gli enzi- 
mi allosterici presentano una particolare relazione 
cinetica fra concentrazione del substrato [S] e velo- 
cità iniziale della reazione (v,) (Fig. 7.20). A basse 
concentrazioni di substrato, l’aumento della v, con 
l numento di [S|] è molto esiguo, mentre a più ele- 
vate concentrazioni di [S] la vj subisce un massic- 
to aumento progressivo per raggiungere asintotica- 
mente il valore della V,ax- Questa curva è detta sig- 
moidea per la sua forma ad esse italica. La sigmoi- 
ilicità della curva deriva dal fatto che la prima mo- 
\ecola di substrato si lega al sito attivo con una cer- 
ta difficoltà, ma una volta legatasi, facilita il legame 
ilelle successive molecole di substrato in corrispon- 
ilenza degli altri siti attivi: effetto cooperativo. 

La regolabilità, o modulazione, di un enzima al- 
iosterico è alla base del meccanismo della retroini- 
Mione (inibizione feed back). Con questo termine 
« indica la inibizione allosterica dell’attività del- 
enzima, che catalizza la prima della serie di rea- 
ioni di un processo metabolico “multistep” da par- 
del prodotto terminale (Fig. 7.21). 

:sempio tipico di enzima suscettibile di retroini- 


ura 7.21 Retroinibizione o inibizione “feed 


nrodotto terminale (T) di un processo metabolico, costi- 
‘o da una serie di reazioni concatenate, inibisce l’enzi- 
i (£)) che catalizza la prima di queste reazioni, bloc- 
wo l'intero processo. 


> 
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Vo 


ATP 


CTP 


Di 


Figura 7.22 Modificazione allosterica della 
aspartato transcarbamilasi 


np diva 


Relazione fra velocità iniziale della reazione (v,) e concen- 
trazione del substrato (S). ($ = aspartato + carbammilfo- 
sfato). La sigmoidicità viene accentuata dall’effettore allo- 
sterico negativo (CTP), mentre è attenuata dall’effettore 
allosterico positivo (ATP). 


bizione allosterica è la aspartato transcarbammilasi 
che catalizza la reazione: 


carbammil-fosfato + aspartato —> N-carbamil-aspartato + Pi 


che inizia il processo di biosintesi dei nucleotidi pi- 
rimidinici tra i quali il citidin-trifosfato (CTP), che 
è Il prodotto terminale. In presenza di concentrazio- 
ni crescenti dei due substrati l’aspartato transcarba- 
milasi esibisce la tipica cinetica sigmoidea degli en- 
zimi allosterici (Fig. 7.22). 

In presenza di CTP, la curva di attività viene 
spostata a destra con un’accentuazione della sig- 
moidicità. Questa modificazione inibitoria è ascri- 
vibile al legame del CTP con gli specifici siti rego- 
latori dell’enzima e alla conseguente modificazione 
conformazionale della molecola enzimatica impli- 
cante una minor affinità per il substrato (aumento 
della K,,). Il CTP agisce quindi come effettore 0 
modulatore negativo, inibendo il processo che lo 
produce. Per contro l’ATP agisce come modulatore 
positivo; in sua presenza la curva di attività della 
aspartato transcarbamilasi risulta spostata a sinistra 
con forte attenuazione della sigmoidicità (Fig. 
7.22). Questa modificazione attivatrice è ascrivibi- 
le al legame dell'ATP con i siti regolatori ed alla 
conseguente modificazione conformazionale della 
molecola enzimatica, implicante una maggiore affi- 
nità per il substrato (diminuzione della Kn). 
L’azione dell’effettore negativo (CTP) e positivo 
(ATP) sulla aspartato transcarbamilasi è schematiz- 
zata nella Fig. 7.23. Si può rilevare che l’effettore 
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4, 


substrato 





effettore 
positivo 
Q 7 


enzima 
attivato 


sito catalitico 


ENZIMA ALLOSTERICO 


sito regolatore 


A__S 
substrato 

effettore 

negativo 

© E ® 


he ER enzima 
inibito 
Figura 7.23 Azione di un effettore positivo e negativo sull'attività di un enzima allosterico 


Per semplicità l'enzima allosterico viene assunto come dimerico: 1 = subunità catalitica, 2 = subunità regolatrice 


Cooperatività 
positiiva 






Assenza di 
cooperatività 


Se 


Cooperatività 


negativo non fa diminuire il numero dei siti attivi, 
negativa 


ma ne diminuisce l’affinità per il substrato. 

Nel caso degli enzimi allosterici il rapporto tra 
1/Vo e 1/[S], nella rappresentazione grafica secon- 
do Lineweaver e Burk, non è lineare, bensì di tipo 
iperbolico ad inversa curvatura a seconda che l’ef- (c) 1 
fettore allosterico sia positivo o negativo: [S] 
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/ Inclinazione > 1 


/ cooperatività 


positiva 





Inclinazione = 1 
nessuna cooperatività 


A azione <1 
cooperatività negativa 


Figura 7.24 Grafico di Hill per gli enzimi allosterici a cooperatività positiva e/o negativa, indotta, 


rispettivamente, da effettori positivi o negativi 





Una più precisa valutazione del grado di coope- 
ritività, positiva o negativa, presente negli enzimi 
allosterici può effettuarsi con il grafico di Hill, do- 
ve è espressa la relazione tra il log Vy/V max € 108 [S] 
(Fig. 7.24), che è pressoché lineare sia per gli enzi- 
mi non allosterici sia per quelli allosterici. Con in- 
elinazione = 1 si è di fronte ad enzimi che non pos- 
seggono cooperatività; con inclinazione > 1 ad en- 
zimi con cooperatività positiva e con inclinazione < 
| ad enzimi con cooperatività negativa. Risulta co- 
munque evidente che per gli enzimi allosterici è 
difficile calcolare con precisione i valori di K,, € 
Eine 

L’analogia fra la cinetica delle reazioni enzima- 
tiche catalizzate da enzimi allosterici e quella del- 
l'emoglobina con l’ossigeno (curva di dissociazio- 
ne dell'emoglobina) è molto evidente. Nel caso del- 
l'emoglobina l’allosterismo è omotropico, in quan- 
to il modulatore dell’affinità per il substrato è il 
substrato stesso (1’O, che man mano che si lega al- 
l'emoglobina ne aumenta l’affinità). Nel caso della 
aspartato transcarbammilasi e della maggior parte 
degli enzimi l’allosterismo è eferotropico, in quan- 
to 1 modulatori od effettori sono molecole diverse 
dai substrati. 

L'organismo trae notevole vantaggio da questa 
regolazione. Infatti la retroinibizione effettuata dal 
prodotto terminale CTP, tramite la inibizione allo- 
sterica dell’enzima iniziante il processo, arresta o 
rallenta temporaneamente la produzione di CTP e 
del nucleotidi pirimidinici, quando questi risultano 
momentaneamente eccedenti rispetto ai bisogni 
funzionali, consentendo così una notevole econo- 


mia dei substrati. D’altronde l’azione allosterica 
positiva dell’ ATP, inducendo un incremento dell’at- 
tività dell'enzima anche a concentrazioni molto 
basse di substrato, consente all’organismo di pro- 
durre CTP anche in condizioni di penuria dei pre- 
cursori iniziali. 

Come si può dedurre da questo esempio, gli en- 


» zimi allosterici, che catalizzano reazioni chiave di 


un processo metabolico, sono vere e proprie “val- 
vole” che regolano il flusso dei metaboliti nella via 
metabolica da essi controllata, adeguandolo alla ri- 
chiesta fisiologica del momento. 


Regolazione multipla. L’attività di alcuni enzi- 
mi, quali la piruvato chinasi, la acetil-CoA carbos- 
silasi, la glicogeno fosforilasi e la glicogeno sinte- 
tasi, è regolata sia dal processo di “fosforilazione- 
defosforilazione”, sia da “effettori allosterici”. A 
questa regolazione multipla sono soggetti enzimi 
che occupano posizioni chiave nel metabolismo e la 
cui attività deve essere modulata in armonia con le 
molteplici variazioni dello stato metabolico della 
cellula. Pertanto, almeno per questi enzimi, il pro- 
cesso di “fosforilazione-defosforilazione” non è 
semplicemente l’interruttore che accende o spegne 
la loro attività, ma un processo che trasforma l’en- 
zima in due o più stati variamente responsivi ai sub- 
strati ed agli effettori. In questi enzimi la fosforila- 
zione modifica cioè la K,,, per il substrato, la K, per 
l’attivatore e la K; per l’inibitore, in tal modo adat- 
tandone la attività alla concentrazione dei substrati 
e degli effettori esistenti nella cellula. 
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ENZIMI (SUBSTRATI) SUICIDI 


Notoriamente nel corso del processo catalitico 
gli enzimi promuovono reazioni sequenziali (con 
formazione di composti intermedi a bassa energia 
di attivazione) attraverso le quali il substrato di par- 
tenza viene trasformato nel prodotto finale che si 
stacca dall’enzima. Tutti i composti intermedi han- 
no vita breve e l’enzima al termine della reazione si 
libera rendendosi disponibile per un successivo im- 
pegno. Alcuni analoghi di substrati, costruiti a que- 
sto scopo, entrano nella reazione ma si legano co- 
valentemente all’enzima producendo un intermedio 
che non può procedere ulteriormente: l’enzima ri- 
mane così irreversibilmente bloccato. Falsi substra- 
ti di questo tipo, e gli enzimi coinvolti, sono stati 
denominati substrati ed enzimi suicidi. Il substrato 
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suicida, a differenza dell’inibitore competitivo 
sico, che può essere rimosso, “uccide” l’eng 
Un esempio tipico di substrato ed enzima $ 
sono /a penicillina e la  glicopro 
transpeptidasi, enzima batterico addetto alla fi 
zione di legami crociati fra catene adiacenti dì { 
tidoglicani , componenti della membrana battet 
Come illustrato nella Figura 7.25 la transpepti 
catalizza prima il distacco di un resto di D-alwt 
da una catena peptidoglicanica e poi l’attace 
questa al gruppo ammino terminale di un’altra € 
na peptidoglicanica. La formazione di questi leg 
crociati rende stabile e resistente la membrana 
terica. La penicillina si lega covalentemente ad 
resto serinico del gruppo attivo della transpepti 
ed il complesso così formato, molto stabile, è 
versibilmente inattivo. Ciò provoca labilità 
membrana batterica con conseguente lisi cellul 
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Figura 7.25 Penicillina e glicoproteina transpeptidasi: esempio di substrato ed enzimi suicidi METT 
stico ciò 60 IE i: nine sile pin 





























E questo il modo attraverso il quale la penicillina 
svolge la sua azione battericida. 


ANTICORPI CATALITICI (AB-ZIMI) 


Gli anticorpi catalitici sono enzimi artificiali, ot- 
tenuti con tecniche di bioingegneria, sfruttando la 
capacità di riconoscimento specifico che è propria 
dell’enzima per il suo substrato come pure dell’an- 
ticorpo per il suo antigene. Tenendo presente che il 
substrato, interagendo con l’enzima, si trasforma in 
un intermedio labile di transizione, è possibile sin- 
tetizzare un analogo dello stesso intermedio di tran- 
sizione con funzione di aptene, ancorarlo a una pro- 
teina (quale l’albumina) ed ottenere un antigene. 
Iniettando questo antigene in un animale (per es. nel 
coniglio) ed applicando la tecnica di produzione de- 
gli anticorpi monoclonali è possibile ottenere anti- 
corpi monoclonali che riconoscono l’intermedio di 
transizione e ne facilitano la trasformazione nel 
prodotto di reazione: in pratica esibiscono attività 
enzimatica con un potere catalitico anche di 1000 
volte. Considerando per esempio una reazione di 
iransacilazione in cui un acile “X°° di un substrato 
viene sostituito con un acile “Y”?: 


Intermedio di 
transizione 


i può sintetizzare un analogo dell’intermedio di 
\rnsizione quale il fosfonoderivato: 


A > 
rh S ate_9 
0 


utilizzato come aptene, e produrre un anticorpo ca- 
pace di catalizzare la reazione di transacilazione so- 
pin schematizzata. 

Sono stati prodotti anticorpi catalitici in grado di 
sntalizzare oltre alle transacilazioni, reazioni di 
xIrolisi, beta-eliminazione, sintesi di ammidi, iso- 
merizzazione, transamminazione, redox. Una rea- 
none di transamminazione catalizzata da un anti- 
torpo catalitico è illustrata nella Fig. 7.26. 
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SEDE SUBCELLULARE E 
“TURNOVER” DEGLI ENZIMI 


Compartimentazione intracellulare 


Come è noto la vita delle cellule, e quindi degli 
organismi complessi, si esprime attraverso una se- 
quenza coordinata e regolata di reazioni chimiche, 
catalizzate da enzimi. Affinché ciascuna di queste 
reazioni possa espletarsi è necessario che al tempo 
dovuto ed in una precisa sede subcellulare l’enzima 
e il substrato abbiano occasione di “incontrarsi” . 
Le cellule eucariote hanno una architettura struttu- 
rale complessa, con organelli subcellulari — nuclei 
con nucleoli; mitocondri; apparato di Golgi; retico- 
lo endoplasmatico liscio o rugoso; lisosomi, peros- 
sisomi; vescicole di trasporto e di endo- ed eso-ci- 
tosi; citoscheletro, ecc. - immersi nel citosol e se- 
parati dall’ambiente esterno attraverso la membrana 
plasmatica. Il sistema è quindi compartimentato ed 
il flusso dei metaboliti (i vari substrati e prodotti 
delle reazioni enzimatiche) implica passaggi verso 
l’interno o l’esterno della cellula, e verso l’interno 
o l’esterno dei vari organelli subcellulari. Per capi- 
re il coordinamento di queste operazioni, che nel 
loro insieme costituiscono il metabolismo cellulare, 
è necessario sapere in quale sede subcellulare sono 


» collocati gli enzimi e con quale modalità i substrati 


vengono a contatto con gli stessi enzimi. 
L’accertamento della sede subcellulare di residenza 
degli enzimi è stato reso possibile dallo sviluppo di 
tecniche di frantumazione controllata di cellule is0- 
late ed organi, e di separazione dei componenti sub- 
cellulari per centrifugazione a differenti regimi gra- 
vitazionali (centrifugazioni frazionate) impiegando 
anche gradienti di concentrazione di sostanze iner- 
ti. La separazione è ottenibile per sedimentazione 
oppure per flottazione. La omogeneità delle prepa- 
razioni dei diversi organelli o frazioni subcellulari 
è accertabile con tecniche di microscopia ottica ed 
elettronica e, in casi particolari, con tecniche isto- 
chimiche. 

La Tabella 7.V (a......1) contiene elenchi di enzi- 
mi presenti nel nucleo (a) , nel mitocondrio (b), nei 
lisosomi (c), nei perossisomi (e), nel reticolo endo- 
plasmatico (f), nell’apparato del Golgi (g), nel ci- 
tosol (h) e nella membrana plasmatica (1). Per 
quanto attiene gli enzimi legati alle membrane, pla- 
smatiche o degli organelli, è importante stabilire su 
quale faccia, interna o esterna, essi sono collocati. 
Come si avrà modo di osservare nella trattazione 
della biochimica metabolica, le stesse membrane 
sono anche dotate di ‘trasportatori’ che consento- 
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Figura 7.26 Esempio di ab-zima: la D-alanina ammino transferasi. Questo enzima utilizza il pirt 
dossal-5'-fosfato come coenzima 


ici TINI IN a Lu lm tr rtumoiociamei 
Nel corso della reazione il piridossalfosfato viene aminato con formazione di piridossammina-5'-fosfato. Il gruppo 0 
minico proviene dalla D-alanina, e si produce piruvato. In una fase successiva lo stesso enzima può trasferire il grug 
po amminico su un altro chetoacido (per esempio l'ossalacetato) formando un altro amminoacido (per esempio asper 
tato), consentendo così la trasformazione di un amminoacido in un altro amminoacido. Per produrre l'ab-zima si pet 
te da un aptene costituito da piridossalfosfato coniugato col gruppo a-amminico della lisina (5'-fosfopiridossil)-L-liw 
na. L'aptene è a sua volta coniugato ad una proteina ancillare ottenendosi l'antigene: da questo l'anticorpo con att 


vità enzimatica. 


no di mettere a disposizione degli enzimi i propri 
substrati a livello della faccia della membrana do- 
ve sono collocati gli stessi enzimi. 


Concentrazione di enzimi e 
substrati a livello cellulare 


L’efficacia catalitica degli enzimi ai livelli ope- 
rativi cellulari dipende dai seguenti principali fatto- 
ri: la quantità di enzima presente; la quantità di 
substrato presente; la possibile competizione di di- 
versi enzimi per lo stesso substrato; la natura costi- 
tutiva o induttiva dell’enzima; le caratteristiche ci- 
netiche (V,ax € K,)) proprie dell’enzima. La deter- 
minazione della concentrazione di enzimi e substra- 







ti a livello tessutale, cellulare e subcellulare è tut 
t'altro che facile per motivi analitici (per esempi 
distinguere la forma libera dalla forma legata al 
l’enzima di un substrato è praticamente impossibì: 
le), o perché l’assetto può essere influenzato dui 
particolari stati funzionali del tessuto e della cell» 
la. A titolo esemplificativo nella Tabella 7.VI. sono 
riportate le concentrazioni tissutali o intracellulani 
di alcuni enzimi a struttura nota del muscolo e del 
fegato di ratto. Si può osservare che, nella maggio» 
ranza dei casi, la concentrazione dei substrati è an» 
che molto superiore a quella dei corrispondenti en» 
zimi (in altre parole il substrato è prevalentemente 
in forma libera e quindi facilmente misurabile). In 
questi casi è applicabile la premessa teorica dello 
stato stazionario secondo la quale la concentrazione 
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Tabella 7.V 


Localizzazione subcellulare di alcuni enzimi. 





(a) Enzimi presenti nel nucleo I 

Enzimi nella fase solubile Enzimi legati alla cromatina 

Enzimi glicolitici i RNA nucleotidiltranferasi ll 

Enzimi della via dei pentoso fosfati RNA nucleotidiltransferasi III 

lattato deidrogenasi | Nucleoside trifosfatasi 

Malatodeidrogenasi | DNA nucleotidiltransferasi 
Isocitratodeidrogenasi | 

‘Arginasi | Adeniltransferasi 

CMP-acido sialico sintetasi Enzimi adibiti alla biosintesi e alla riparazione 
Proteina metil-e acetil- transferasi degli acidi ribonucleici e desossiribonucleici | 
Enzimi concentrati nel nucleolo | Enzimi legati alle membrane 

RNA nucleotidiltransferasi 1 Glucosio 6-fosfatasi 

RNA metiltransferasi Fosfatasi acida 

| Ribonucleasi | 


(b) Enzimi presenti nei mitocondri 


Matrice Spazio intermembrane 
Enzimi del ciclo degli acidi tricarbossilici tranne la Adenilato chinasi 

succinato deidrogenasi Nucleoside-difosfato chinasi 
Enzimi che catalizzano la B-ossidazione degli acidi grassi | Nucleoside-monofosfato chinasi 


Piruvato carbossilasi | Lxilulosio-reduttasi 
\Fosfoenolpiruvato carbossichinasi | 

| Carbamilfosfato sintasi 

\Ornitina carbamiltransferasi 

Glutammato deidrogenasi 


| Membrana interna | Membrana esterna 

Succinato deidrogenasi NADH deidrogenasi (insensibile al rotenone) 
NADH deidrogenasi a |Citocromo bs reduttasi 

Enzimi della catena respiratoria | Amina-ossidasi (contenente flavina) 
Adenosintrifosfato-3-idrossibutirrato deidrogenasi | Kinureninasi 








Carnitina palmitoiltransferasi | Acil-COA sintetasi 

Glicerolo-3-fosfato deidrogenasi (enzima FAD Glicerofosfato aciltransferasi 

. dipendente) | Adenilato chinasi 

5-amminolevulinato sintasi | Esochinasi 

| Esochinasi | Fosfolipasi Ao 

(c) Enzimi presenti nei lisosomi 

Enzimi proteolitici Enzimi addetti all'idrolisi degli acidi nucleici 
Catepsine B, D, G, L Deossiribonucleasi Il 

\Elastasi Ribonucleasi Il 

I Collagenasi 

Enzimi glicoidrolitici Enzimi lipolitici 

B-D-Glucuronidasi Fosfolipasi Al e A2 | 
B-N-Acetil-D-esosoamminidasi Colesterolo esterasi | 
laluronoglucosoamminidasi Ceramidasi 

0- e 8 glucosidasi Sfingomielinasi (lisosomale) 

Sialidasi (lisosomale) 

0- e B-galattosidasi | Altri enzimi 

Fucosidasi | Fosfatasi acida 





Maltasi acida | Aril-solfatasi 





(segue) 
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Tabella 7.V 
Localizzazione subcellulare di alcuni enzimi (continua). 
‘ (d) Enzimi presenti nei perossisomi 
Enzimi della ossidazione e respirazione 


| Ossidasi ( che impiegano direttamente O, con == di H70 o H70,) 


Urato ossidasi | Triidrossicolestanoil-CoA ossidasi 
D-amminoacido ossidasi Pristanoilossidasi 
L-a-idrossiacido ossidasi | Glutaril-CoA ossidasi 

Acil-CoA ossidasi | Poliamina ossidasi 

Ossalato ossidasi Acido pipecolico ossidasi 


Catalasi (che utilizzano H70,) 





Catalasi semplice: 2H,0 + 2H30 + Oy | 
| Catalisi ad azione perossidasica: Hy07 + R-Hp + 2H50 + R, in cui R-Hy è: etanolo, metanolo, nitriti, chi- 
| noni, formiato 

Enzimi della B-ossidazione degli acidi grassi 


Acil-CoA sintetasi (di acidi grassi a lunga catena; a catena ramificata; polinsaturi) 
Acil-CoA ossidasi, FAD-dipendenti (che utilizzano O con formazione di H30O)) 
3-oxo-acil-CoA tiolasi 


Ossidasi di acil-CoA polinsaturi A3-cis-A? - trans-enoil CoA _isomerasi 
2,4-dienoil-CoA reduttasi D-3-idrossiacil-CoA deidratasi 


Enzimi del metabolismo del gliossalato 
Alanina - gliossalato amminoacido transferasi (che produce glicina) 
| Enzimi del metabolismo del colesterolo e del dolicolo 
HMG-CoA reduttasi Dolicolo sintetasi 
Sintetasi dell'acido colico a partire da acido triiidrossi-5-8 colestanoico 
Espressione della proteina legante gli steroli - 2 
Enzimi della biosintesi dei lipidi contenenti legami eterei 
Diidrossiaceton-P- (DHAP)-acilasi Sintetasi dell'alchil-DHAP 
| (e) Enzimi presenti nel reticolo endoplasmatico 
Reticolo endoplasmatico rugoso (lato citoplasmatico) 
| Enzimi addetti alla sintesi proteica 
| Reticolo endoplasmatico liscio 


Lato verso il citoplasma 


Enzimi della biosintesi del colesterolo Colesterolo aciltransferasi 

Enzimi per l'idrossilazione degli steroli Dolicolosintetasi 

Carnitina aciltransferasi Citocromo b5 reduttasi 

Reduttasi NADPH dipendenti Enzimi per l'allungamento degli acidi grassi 

ATP-asi Ca?* dipendente (endoplasmatica) 5'-nucleotidasi 

Ceramide glucosiltransferasi Glicerolofosfato aciltransferasi 

Alcune mannosiltransferasi Enzimi addetti al metabolismo dei farmaci (idrossila- 
Enzimi addetti alla biosintesi del ceramide zione, ossidazione di catene laterali, deaminazione, 


de-alchilazione, de-alogenazione) 





(segue) 
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Tabella 7.V 


Localizzazione subcellulare di alcuni enzimi (continua). 





Reticolo endoplasmatico liscio 





Lato verso il lumen 











Glucosio -6-fosfato fosfatasi È | Alcune glicosil-transferasi implicate nella biosintesi dei 
 Nucleosidedifosfatasi | glicoconiugati | 
(f) Enzimi presenti nel citosol 
‘Enzimi del metabolismo dei carboidrati Enzimi del metabolismo degli amminoacidi e delle 

I Enzimi della glicolisi proteine 

| Glicogeno sintasi e fosforilasi Aspartato ammino transferasi 

Fruttosio-bisfosfatasi Alanina ammino transferasi | 
Fosfoenolpiruvato carbossichinasi ‘| Arginasi I 
Enzimi della via dei pentoso fosfati | Argininosuccinato liasi 

Malatodeidrogenasi (NAD-dipendente) Argininosuccinato sintasi 

Malato deidrogenasi (NADP-dipendente) | Aminoacil-tRNA sintetasi 

lsocitrato deidrogenasi | 

lattato deidrogenasi Enzimi della sintesi degli acidi nucleici 

Citrato liasi Nucleoside chinasi 

Galattosio-chinasi Nucleotidechinasi 


Fruttosio-chinasi 
Enzimi della sintesi dei nucleotide-saccaridici (UDP- |Enzimi del metabolismo dei lipidi 


Glc; UDP-GlcNAc; GDP-Man; GDP-Fuc; UDP- Acetil-CoA carbossilasi 

GIcUA; UDP-Gal; UDP-GalNAc; CMP-NeuAc) Complesso dell'acido grasso sintasi 
Piruvatocarbossichinasi solubile Glicerolo-3-fosfato deidrogenasi 
Sialidasi solubile NAD* dipendente 





Altri enzimi 

Proteine-chinasi Enzimi della sintesi della creatina | 
Proteine-fosfatasi Creatina chinasi | 
NO-sintasi Adenilato chinasi | 
Guanidilato ciclasi (solubile) S-adenosilmetionina sintetasi 

Sintetasi del fosfoadenosilfosfosolfato 


(g) Enzimi dell'apparato del Golgi | 


Glicosiltransferasi (galattosil-, glucosil-, N-acetilglucosamminil-, N-acetilgalattosamminil-, mannosil-, fucosil-, 
sialil-, glucuronil-, iduronil-, xilosil-transferasi) | 
Solfato transferasi coinvolte nella biosintesi di glicolipidi, glicoproteine e glicosamminoglicani contenenti solfato 


()) Enzimi della membrana plasmatica 


Lato verso il citosol (inseriti o adesi al foglietto inter- | Lato verso l'ambiente esterno 

no della membrana) 

Adenilato ciclasi Fosfatasi alcalina 

Fosfolipasi C 5'-nucleotidasi | 
Guanilato ciclasi (di membrana) Saccarasi, isomaltasi, lattasi ( nelle cellule dei microvil- 
Sfingomielinasi (di membrana) li intestinali) | 
Proteina chinasi C (di membrana: forma attiva) Dipeptidil peptidasi, ammino peptidasi 

Y -glutammiliransferasi | 
Sialidasi (di membrana plasmatica) | 





Transmembrana con sito attivo verso il citosol 
Proteine recettoriali ad attività tirosinochinasica ATP-asi Ca?* dipendente (di membrana plasmatica 
ATP-asi Na*, K* dipendente 





Da notare che alcuni enzimi, generalmente in isoforme diverse, (vedi il caso della sialidasi e delle ATP-asi Na”, | 


K*, e Ca?* dipendenti) sono presenti in diversi distretti subcellulari. 
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Tabella 7.VI 


Concentrazione intracellulare di enzimi e substrati nel muscolo e nel fegato del ratto adulto. 
. 
Concentrazione 
enzimatica (UM) 


Enzima 





Nel muscolo 


——-_______——————Pm——6tPm6&—t6_&m6T—&m——Pm_—_y66_6mmt_Fm——__P_——m__———__—__m+m6m6m__m_mm mi... sc00. 


Fosfoglucomutasi 





Fruttosio bifosfato aldolasi 


Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi 





Triosofosfato isomerasi 


Nel fegato 


Piruvato carbossilasi 





| Fostoenolpiruvato carbossichinasi 





Citrato sintasi 
Malato deidrogenasi (mitocondri) 


| Malato deidrogenasi (citosol) 





Aspartato ammino transferasi (mitocondri) 


| Aspartato ammino transferasi (citosol) 


I Concentrazione dei substrati (uM) 








5 EE 3450 
66 F-B-P = 65, DAHP = 28, G-3-P=3 © 
35 G-3-P = 3, NAD+ = 600, Pi = 2800 
8 'DHAP = 28, G-3-P = 3 i 
10-40 Piruvato = 50 - 1000 
ATP = 1000-6000 
15 Ossalacetato = 5, GTP = 100-600 È 
595 Ossalacetato = 0.01-0.1 
Acetil-CoA = 50-1000 
70 Malato = 80-140 
NAD* = 18 000 
30 Malato = 300-450 
NAD*= 500 
ni Glutamato = 380-4800 
Ossalacetato = 0.01-0.1 
1.6 Cluivimato = 25004400 ] 


Ossalacetato = 5 


IG_4.P = aliiacia Afacfntine ED — fata Lili MURAD Ja: n enne CINA i 
|G-6-P = glucosio 6-fosfato; F-B-P = fruttosio-bifosfato; DHAP = diidrossiacetone fosfato; G-3-P = gliceraldeide 3-fo- 


| stato; e Pi = ortofosfato 


——— ______x—TmTmTmT—T—T—T—T—m—<T-T7x7x—.-::’::;;;_ © 2 2 ©&<€<@<*2 


del substrato è molto superiore a quella dell’enzima 
e quindi c’è corrispondenza fra l’aspettativa teorica 
e il risultato in vivo. Ci sono però anche casi in cui 
la concentrazione del substrato è dello stesso ordine 
di grandezza o addirittura inferiore a quello dell’en- 
zima: pertanto il substrato è prevalentemente nella 
forma legata, difficilmente determinabile in modo 
preciso, e, di conseguenza la impostazione teorica 
non è applicabile alla condizione in vivo. 

Va inoltre considerato che nelle condizioni in vi- 
vo, substrato e prodotto di reazione sono inseriti in 
un sistema aperto in cui il substrato, man mano che 
sì consuma, è di nuovo rifornito, e il prodotto di 
reazione, man mano che si forma, è rimosso e uti- 
lizzato come substrato in una reazione successiva. 
Da ciò deriva che in queste condizioni ciò che fun- 
zionalmente conta è di determinare il “/lusso” di 
molecole lungo un certo percorso in cui sono coin- 
volti più enzimi e riconoscere la tappa intermedia 
che regola la “portata” del flusso. Questa tappa è 
solitamente costituita da un enzima che, sulla base 


della sua quantità, delle sue caratteristiche cinetiche 
(particolarmente la V,,ax), 0 del suo stato di attiva- 
zione/inibizione determina sia la pervietà o meno 
del flusso sia la sua portata. 


Turnover degli enzimi ed eventi 
che modificano il turnover 


Gli enzimi, come tutte le proteine, vanno incon- 
tro a processi di biosintesi e di degradazione. Il bi- 
lancio tra questi due processi stabilisce la concen- 
trazione di ciascun enzima nella sede di residenza. 
Per alcuni enzimi, di cui è misurabile il contenuto a 
livello di organo, cellula o sede subcellulare, è sta- 
to possibile stabilire le costanti di ve/ocità di sinie- 
si (K;) e di degradazione (K,) e il tempo di emivi- 
ta, misurando il decadimento della radioattività in- 
corporata nella proteina enzimatica a seguito del 
trattamento con un amminoacido radioattivo. Nella 
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Tabella 7.VII Tabella 7.VII sono riportati i valori di emivita di en- 
Tempo di emivita degli enzimi nel fegato di ratto adul-  Zimi del fegato di ratto adulto: si può notare che l’e- 
to. mivita è estremamente variabile a seconda dell’en- 
zima (da 0,3 a 168 ore). Inoltre i tempi di emivita di 
uno stesso enzima possono essere anche molto di- 
versi nei vari tessuti dello stesso animale (nel ratto 
l’emivita della piruvato chinasi è di 3,5 giorni nel 
fegato e di 21,6 giorni nel muscolo scheletrico), 0 
nello stesso organello intracellulare di un organo o 
tessuto del medesimo animale: nel reticolo endo- 
plasmatico del fegato di ratto l’idrossimetilglutaril- 
CoA reduttasi ha una emivita di 4 ore mentre la ci- 
tocromo bs-reduttasi di 140 ore. Nei mitocondri 
dello stesso organo la glutammato deidrogenasi ha 
emivita di 24 giorni e la carbamilfosfato sintetasi di 





















Ornitina decarbossilasi 
5-amminolevulinato sintasi 

RNA nucleotidiltransferasi | 
Tirosina amminotransferasi 
Triptofano 2,3-diossigenasi 
Timidina chinasi 
Idrossimetilglutaril-CoA reduttasi 
Serina deidratasi 
Fosfoenolpiruvato carbossichinasi 
Deidro-orotasi 


“x “n “x N “n 


“x 


“x 


O00oNOoObioodiwWNw 


“n 


WNOEDNANNTTC_O 


RNA nucleotidiliransferasi Il 


Glucosio-6-fosfato deidrogenasi 185 giorni. albi 
Glucochinasi I principali fattori, o condizioni, che portano a 


atalasi modificare il turnover, e quindi il contenuto cellula- 
Acetil-CoA carbossilasi I re, di enzimi nei mammiferi sono /a crescita, i pro- 
liceraldeide-3-fosfato deidrogenasi cessi di differenziamento, talune attività motorie e il 
Piruvato chinasi regime alimentare. In queste condizioni un ruolo 


“ 


U = ELIA primario è spesso svolto dagli ormoni. A titolo di 


ico deidr ogenasi (LDH-5) esempio la Tabella 7.VIII riporta gli effetti del cam- 
e dischinasi biamento di regime alimentare nel ratto sulle attivi- 
| tà di alcuni enzimi epatici, indicando se gli stessi ef- 





Tabella 7.VIII 


Effetto della dieta sulla velocità di turnover degli enzimi da fegato di ratto. k,: costante di velocità di biosintesi; 


ì, costante di velocità di degradazione. 
(8) 












Aumento dell'attività: dovuto soprattutto ad un aumen- 
to della k. 

Diminuzione dell'attività: k. diminuita; ky aumentata 
Aumento dell'attività: ky diminuita 





:! Ipoproteica + iperproteica 










Iperproteica + ipoproteica 
Ipoproteica + digiuno 








Aumento dell'attività: aumento della k.; ky invariata 


Aumento dell'attività: aumentata k. 
Diminuzione dell'attività: k. diminuita; ky aumentata 
Diminuzione dell'attività: k. diminuita; ky aumentata 


| Equilibrata senza grassi 
Equilibrata+digiuno 
| i eda ir 























Aumento dell'attività: k. aumentata; ky invariata 
Diminuzione dell'attività: k, diminuita; ky aumentata 






Diminuzione dell'attività: k. diminuita; ky aumentata 
leggermente 
Aumento dell'attività: k. aumentata; ky invariata 


(2Ernns + digiuno 










| Digiuno>rialimentazione 


Aumento dell'attività: k. aumentata; ky diminuita leg- 
germente 

Diminuzione dell'attività: k. diminuita; ky diminuita 
leggermente 










Alimentazione+digiuno 





Digiuno+ rialimentazione 
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fetti riguardano la fase biosintetica (K,) o degrada- 
tiva (K) del turnover enzimatico. 


ENZIMOLOGIA DELL'OSSIGENO E 
SUOI DERIVATI ED 
OSSIDORIDUTTASI 


Radicali liberi dell'ossigeno 


Come si avrà modo di presentare dettagliata- 
mente nel capitolo sulla bioenergetica mitocondria- 
le, l'ossigeno (O,), che viene assunto dall’ambiente 
esterno attraverso la respirazione, è l’accettore fina- 
le degli elettroni sottratti alle molecole e, combi- 
nandosi con i protoni sottratti alle stesse, produce 
acqua (acqua metabolica). Pertanto, mediante l’os- 
sigeno, molecole di varia natura (glicidi, acidi gras- 
si, amminoacidi, etc.) vengono completamente os- 
sidate ad acqua ed anidride carbonica, con libera- 
zione di tutta l’energia di legame in esse contenuta. 
In molti casi poi, l’ossigeno ossida direttamente le 
molecole, inserendosi nelle molecole stesse. Nel 
processo mitocondriale di completa riduzione 


dell’O, con conseguente formazione di acqua (cate- 


na respiratoria), l’O, assume 4 elettroni e, come ta- 
le, è stabile. Gli elettroni vengono però presi 
dall’O, uno alla volta (riduzione univalente), for- 
mandosi pertanto temporaneamente intermedi con 
un numero dispari di elettroni (elettrone spaiato 0 
singoletto) nell’orbitale più esterno. Queste specie 
molecolari sono radicali liberi, e come tali hanno 
una altissima reattività, tendendo a sottrarre alle 
molecole con cui vengono a contatto l’elettrone di 
cui necessitano per ripristinare la normale situazio- 
ne dell’orbitale a numero pari di elettroni. Altri 
meccanismi intracellulari, quali l'ossidazione della 
desossiemoglobina in metaemoglobina, l’ossidazio- 
ne della xantina ad acido urico, catalizzata dalla 
xantinaossidasi, l’ossidazione dell’acido arachido- 
nico da parte delle lipoossigenasi e cicloossigenasi, 
e l’autoossidazione ferro-dipendente delle cateco- 
lammine, riducono pure l’ossigeno con formazione 
di una specie radicalica. Pertanto la formazione di 
specie radicaliche dell’ossigeno è una evenienza 
ineluttabile nell'ambiente cellulare. 

Se due radicali liberi reagiscono fra di loro, si 
eliminano vicendevolmente; quando una specie ra- 
dicalica reagisce con una molecola non radicalica, 
si produce un nuovo radicale libero e si innesca una 
catena di reazioni fino a che non si forma un com- 
posto stabile. Si passa quindi dalla fase della “gene- 
razione” a quella della “propagazione” del radica- 
le libero. 


Nello schema sottostante sono illustrati i radic@ 
li liberi che si possono formare durante la riduzio? 
univalente dell’ossigeno. 
O; +e + O»* (Anione superossido) 
02° + 2H+ > HsO; (Acqua ossigenata) 


H505 + e + H* + H50 + OH* (Radicale idrossilic@ 


H5o0 + 0° -> OH + Og + OH* 










Un esempio di propagazione di radicali liberi è 
presentato nella Fig. 7.27. Si tratta della perossid@ 
zione radicalica di un acido grasso polinsaturo, in 
particolare l’acido arachidonico, con formazioni 
del radicale lipoperossido e successiva sua fran 
mentazione in composti alifatici a breve catena € 
malonildialdeide, molecola, quest’ultima, che è in 
dice di avvenuta perossidazione. E importante noti 
re che la sequenza di reazioni riportata nella figun 
può avvenire in condizioni fisiologiche a carico dei 
residui di acido arachidonico contenuto nei fosfoli. 
pidi di membrana. Va poi aggiunto che l’idroperos: 
sido stabile, citato nella figura, può innescare unt 
nuova serie di processi radicalici propagativi qualo» 
ra nella cellula la concentrazione di certi ioni metal 
lici Fe?*, Cu*, AI?*, etc. raggiunga concentrazioni 
sufficientemente elevate. Lo schema è il seguente: 


Fe3+ 


lipide—0° + H;0 
Fe2+ radicale alcossilipidico 
lipide—0O—0—H 
Fe3+ 
lipide-o—0* +H' 
Fe 


radicale lipoperossido 


SI tenga presente che questi ulteriori processi di 
propagazione radicalica sono catalizzati dai metalli 
nella forma ionizzata libera, non in quella chelata a 
proteine di trasporto o di deposito, di gran lunga la 
più abbondante nelle condizioni fisiologiche, so- 
prattutto di pH. E sufficiente un lieve spostamento 
del pH verso l’acidosi (come si verifica nell’ische- 
mia, negli stati infiammatori o nei tessuti tumorali) 
per promuovere il distacco del metallo dalla protei- 
na di legame e quindi predisporre l’innesco della 
reazione radicalica. 

I radicali dell’ossigeno (in particolare 1’OH°), 
come tutti i radicali liberi, possono reagire con sva- 
riate molecole, modificandole drasticamente sul 
piano chimico e alterandone profondamente la fun- 
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Acido arachidonico 


—D COOH 


o COOH 


— COOH 


D 
Ì 
O 


Perossido radicalico 


COOH 


pe Zu 
AMMAN 


Idroperossido (stabile) 


no a = V o00m 


Radicale cicloperossido 
o, | 


calore | 


NNAA * NPA coon 


MDA 


Figura 7.27 Perossidazione radicalica dell'acido arachidonico con formazione di malonildialdeide 


OR RO A ln I NI eee 
la cascata di reazioni radicaliche è innescata dall’anione superossido, che genera il radicale idrossilico OH*. Questo 
si trasforma in acqua producendo il radicale in C-13 dell'acido arachidonico, cui fa seguito il radicale in C-11. 
Questo, in presenza di ossigeno, produce il perossido radicalico che può trasformarsi nel cicloperossido radicalico 
oppure, per trasferimento della natura radicalica ad altra molecola (R) (un altro acido arachidonico, per esempio), 
nell’idroperossido stabile. Il cicloperossido radicalico, in presenza di ossigeno e pe r effetto del calore, può frammen- 
tarsi, producendo malonildialdeide (MDA) e composti alifatici a natura radicalica. La natura radicalica della specie 


LI fond (A 


molecolare è indicata con “e”. 


zione. Le proteine possono essere ossidate a livello 
dei gruppi sulfidrilici. Attraverso questo meccani- 
smo, enzimi quali la fosfofruttocinasi e il comples- 
so I della catena respiratoria vengono inattivati con 
grave deterioramento delle capacità di approvvigio- 
namento energetico della cellula. La pompa del 


Ca?* è pure inattivata con conseguente tendenza al 
mantenimento di elevati livelli di Ca?* citosolubile. 
Gli acidi nucleici sono sensibili all’attacco radicali- 
co a livello sia delle basi sia dei pentosi con conse- 
guente rottura delle eliche e aberrazioni cromoso- 
miche. I proteoglicani ad alto peso molecolare, par- 
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ticolamente l’acido jaluronico, ed il collagene pos- 
sono depolimerizzare a seguito di attacco radicali- 
co. Per quanto riguarda i lipidi, si è già visto come 
gli acidi grassi polinsaturi siano particolarmente 
sensibili all’attacco radicalico; ne derivano gravi 
perturbazioni della struttura e della funzione delle 
membrane cellulari ed intracellulari o delle lipopro- 
teine. Dall’insieme di queste considerazioni risulta 
evidente che l’insulto da radicali dell’ossigeno 
(‘stress ossidativo”) può avere gravissime riper- 
cussioni sulla regolarità del funzionamento cellula- 
re. Non sorprende quindi che nella cellula siano 
operanti efficaci ed efficienti meccanismi di difesa 
dall’insulto radicalico. Si tratta degli antiossidanti 
primari e secondari. I primi tendono a rimuovere i 
radicali liberi neoformati o ad impedirne la forma- 
zione; i secondi sequestrano o neutralizzano i radi- 
cali liberi, impedendone sia l’azione lesiva sia la 
propagazione. Tra i primi si annoverano: (a) gli en- 
zimi che bloccano i precursori dei radicali (supe- 
rossido-dismutasi, glutatione-perossidasi, catalasi 
— vedi oltre per le modalità di azione); (b) le mole- 
cole chelanti i metalli (transferrina, lattoferrina, 
ferritina, albumina, carnosina); (c) le molecole in 
grado di legare l’O; singoletto (B-caroteni, retinoi- 
di); e (d) gli inibitori della xantina-ossidasi (allo- 
purinolo). Tra i secondi si ricordano molecole idro- 
solubili, quali la vitamina C e il glutatione, che ope- 
rano nel plasma sanguigno e nel citosol, e moleco- 
le liposolubili, quali la vitamina E, la bilirubina, 
l’acido urico, gli estrogeni che invece esercitano la 
loro azione nel cuore idrofobico delle membrane 
cellulari o delle lipoproteine plasmatiche. 

Se, in generale, i radicali liberi dell’O, sono 
identificati come composti ad alta potenzialità dan- 
nosa, essi possono anche costituire uno strumento 
biochimico utile. E il caso dei granulociti neutrofili 
che impiegano efficacemente la produzione di O,° 
in funzione antibattericida. 


Ossidoriduttasi 


Le ossidoriduttasi comprendono gli enzimi (en- 
zimi della I classe che catalizzano le reazioni redox, 
cioè il trasferimento di elettroni da un composto ad 
un altro. Nelle reazioni redox generalmente, ma non 
necessariamente, il trasferimento di elettroni è asso- 
ciato a quello dei corrispondenti protoni. Le ossido- 
riduttasi si possono raggruppare in 6 sottoclassi: 1) 
ossidasi, 2) deidrogenasi aerobiche, 3) deidrogena- 
si anaerobiche, 4) ossigenasi, 5) idroperossidasi, 6) 
superossido dismutasi. 


Ossidasi. Catalizzano il trasferimento di due 















atomi di idrogeno (2 elettroni e 2 protoni) da | rh» 
substrato ossidabile (SH,) all’ossigeno atomico ino 

formare acqua: pedi 
1 Mixic 

SH, 50, " 
QRISZATI 
ec 1 
9 e » 
Sono proteine contenenti un metallo, general seri: 
mente rame (cuproproteine), il quale partecipa all Mrnt: 
reazione redox accettando o cedendo elettroni: Mm (N 
TAI 

Cu” + le & Cu* 
Fra le ossidasi ricordiamo: le polifenol ossidas 
i 0 i Ù a i Bi _ “IR 
che ossidano gli o-difenoli in o-chinoni: 
1/20, HO 
5 
OH O 

OH O 

ITTUIÙ 
o-difenolo o-chinone ma | 
MITO 
le /accasi che ossidano, analogamente, i p-difenol Men 
in p-chinoni e la ascorbico ossidasi che catalizza lè 
ossidazione dell’acido ascorbico in acido deidro@ Lon 
scorbico. Può essere annoverata fra le ossidasi com de ni 
tenenti rame anche la citocromo ossidasi, il comp pen 
nente terminale della catena respiratoria. Di questo ni n 
enzima si tratterà più diffusamente a proposito del: dun 
la catena respiratoria. per 
Tini 
Deidrogenasi aerobiche. Catalizzano il trasferì do; 

mento di due idrogeni da un substrato ossidabile LL 
(SHo) all’ossigeno molecolare (0;) per formart tes, 
H,0;: NA 
lati 
SH, O, mc 
gio‘ 
man 
gra 

quer 
S HO, | 
mR 
Le deidrogenasi aerobiche sono flavoproteiné, uro 
contenenti FAD o FMN, saldamente legati alla por» Moi 


zione proteica, e spesso anche un metallo: metallo» 
flavoproteine. Fra le deidrogenasi aerobiche ricor 
diamo: 1) la D-amminoacido ossidasi, FAD dipen 
dente, che ossida gli amminoacidi della serie D (s& 
rie non naturale) in a.-chetoacidi; 2) la L-amminoda 


Un 
ICI 
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vido ossidasi, FMN dipendente, che ossida gli am- 
| minoacidi della serie L (serie naturale) in o.-chetoa- 
cidi; 3) la xantina ossidasi, contenente FAD e mo- 
libdeno, che ossida la xantina in acido urico; 4) la 
ulucosio ossidasi o notatina, FAD dipendente, che 
viene prodotta dal Penicillium notatum ed ossida 
ipecificamente il glucosio in acido gluconico. 


Deidrogenasi anaerobiche. Catalizzano il tra- 
ferimento reversibile di due idrogeni da un sub- 
itrato ossidabile (SH;) al coenzima ad esse associa- 
lo (NAD* o NADP' nelle deidrogenasi piridiniche, 
RAD o FMN nelle deidrogenasi flaviniche): 


3H, NADP+ SH 
Da NADPH S 
Il coenzima ridotto trasferisce gli elettroni (r10s- 
xlandosi) ad altro accettore, oppure all’ossigeno 
ma non direttamente, come le deidrogenasi aerobi- 
che, bensì tramite la catena respiratoria, od altri si- 
xlemi di trasporto di elettroni. 
|) Deidrogenasi piridiniche, NADP* dipendenti. 
‘tomprendono molti enzimi, alcuni NAD' dipen- 
lenti (es. la L-lattico deidrogenasi), altri NADP' di- 
pendenti (es. la glucosio-6-P deidrogenasi) ed alcu- 
ni nel contempo NAD* e NADP' dipendenti (es. la 
socitrico deidrogenasi). La loro denominazione si- 
lematica fa riferimento sia al substrato che al coen- 
ima. Ad esempio la lattico deidrogenasi, tipica dei- 
ltogenasi NAD* dipendente, è denominata L-latta- 
v NAD' ossido riduttasi, in quanto catalizza la 
zione di ossido riduzione fra lattato e NAD'. 
NAD' e NADP'* sono facilmente dissociabili dai re- 
livi apoenzimi, esibendo per essi affinità diversa a 
conda dello stato redox. Per esempio il NAD* ha 
levata affinità per la fosfogliceraldeide deidroge- 
\»l e scarsa affinità per la lattico deidrogenasi; il 
io di queste affinità si inverte con il NADH. E 
t questo che il NADH, man mano che si produce 
iissociazione con la fosfogliceraldeide deidroge- 
i, se ne distacca per associarsi con la lattico dei- 
bgenasi e viceversa. In tal modo il NAD', colla- 
wmando con due enzimi, agisce come ‘trasportato- 
‘li elettroni dal substrato del primo enzima (fo- 
vgliceraldeide deidrogenasi) a quello del secondo 
ittico deidrogenasi) (Fig. 7.28). 


Si denominano riduttasi gli enzimi, generalmen- 
NADP* dipendenti, che catalizzano reazioni di 


FAD 
o FMN 


FADH, 
o FMNH, 




















SH NAD+ AH, 
enzima | enzima Il 
>) NADH A 


Figura 7.28 Trasporto reversibile di elettroni e 
protoni da un substrato (SH;) ad altro (A) me- 
diato dal NAD* che viene ridotto dall’enzima I 
(es. fosfogliceraldeide deidrogenasi) ed ossida- 
to dall’enzima II (es. lattico deidrogenasi) 


riduzione praticamente irreversibili: ad esempio la 
glutatione riduttasi, che catalizza la riduzione del 
glutatione ossidato a spese del NADPH , ma non la 
reazione inversa: 


GS-SG + NADPH + 2 GSH + NADP* 


2) Deidrogenasi flaviniche, FAD o FMN dipen- 
denti. Comprendono numerosi enzimi nei quali i 
coenzimi flavinici, come nelle deidrogenasi aerobi- 
che, sono saldamente associati all’apoenzima. Fra 
questi ricordiamo: la NADH deidrogenasi, FMN di- 


, pendente, la succinato deidrogenasi, FAD dipen- 
dente, contenente anche Fe non eme e la g/icerolo- 


3-fosfato deidrogenasi, FAD dipendente. 


Ossigenasi. Sono enzimi che catalizzano la in- 
corporazione dell’ossigeno nella molecola del sub- 
strato. Si distinguono in: 

1) Diossigenasi od ossigenasi vere e proprie, in 
quanto catalizzano la incorporazione di entrambi gli 
atomi di ossigeno nella molecola del substrato: 


S+05 > SO 


Esempi di diossigenasi sono la f-carotene- 
15,15’-diossigenasi che catalizza la conversione del 
B-carotene in retinolo e la triptofano diossigenasi 0 
pirrolasi, che catalizza la trasformazione del tripto- 
fano in N-formil-chinurenina. 

2) Monossigenasi o idrossilasi, o ossidasi a fun- 
zione mista catalizzano la incorporazione di un so- 
lo atomo di ossigeno nella molecola del substrato 
(S-H); il secondo atomo di ossigeno viene ridotto 
ad acqua da un donatore di idrogeno, generalmente 
il NADPH: 


S-H + 05 + NADPH > S-OH + H50 + NADP* 
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Figura 7.29. Idrossilazione della dopamina in norepinefrina. ASC = ascorbato 


Altre reazioni idrossilative usano come fattore 


riducente altri composti quali la tetraidrobiopterina 


(vedi idrossilazione della fenilalanina in tirosina), 
l'ascorbato, l’a-chetoglutarato ed il citocromo 
Piso. L’ascorbato viene ad esempio utilizzato nella 
idrossilazione della dopamina in norepinefrina, ca- 
talizzata dalla dopamina-monoossigenasi, enzima a 
rame (Fig. 7.29). 

Altre reazioni idrossilative, che utilizzano l°a- 
scorbato come donatore di elettroni, sono alcune di 
quelle adibite alla sintesi degli ormoni steroidei e 
degli acidi biliari e quella adibita alla a-ossidazio- 
ne degli acidi grassi. 

L’a-chetoglutarato insieme con ascorbato e fer- 
ro viene impiegato come fattore riducente nelle rea- 
zioni idrossilative per la sintesi della idrossiprolina, 
della idrossilisina e della carnitina: 


S-H + a-chetoglutarato + 0;— S-OH + succinato + CO; 


Molte reazioni idrossilative, in particolare quel- 
le epatiche adibite alla idrossilazione di composti 
non fisiologici (tossici e farmaci idrofobici che ven- 
gono in tal modo resi più solubili e meno tossici) ed 
alcune reazioni idrossilative della sintesi degli or- 
moni steroidei, utilizzano come donatore immedia- 
to di elettroni il citocromo Psp Si tratta di una emo- 
proteina (presente nel reticolo endoplasmico nei 
mitocondri di molti organi e tessuti, e particolar- 
mente abbondante nel fegato e nelle corticosurrena- 
li) che in un processo molto complesso, fa da “trait 


d’union” fra NADPH (donatore di elettroni) e sub 
strato da idrossilare: 


Cit. P 450 


SH 





NADPH 


NADP+ 


Idroperossidasi. Le idroperossidasi demolisco» 
no l’acqua ossigenata, che si forma per azione del. 
le deidrogenasi aerobiche o in altri processi, in H,0) 
e O,; comprendono la catalasi e le perossidasi, pre 
senti nei perossisomi, che contengono anche alcuni 
degli enzimi che producono acqua ossigenata. 


1) Catalasi: è una emoproteina contenente, co 
me la metaemoglobina, 4 emi ossidati (Fe? 
Demolisce l’acqua ossigenata con due meccanismi, 
uno peculiare e tipico della catalasi, che consiste 
nella trasformazione di due molecole di H;0, in 
due di HO ed in una di O, (reazione a): 


H=©0 H—-O 
| + | ———+-+ 2x0 + O; 
H—O H=0Q 
L'altro, condiviso anche dalle perossidasi, che 
richiede un substrato riducente (RH>), quale nitrito, 
citocromo c, alcool etilico, etc. (reazione b): 
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H=0 Hic 
| /(«@ GR —_te- 2HgO+R 
H—-Q H 
Confrontando le due reazioni suddette si può o0s- 

servare che la scissione dell’H,O, tipicamente cata- 
lasica (reazione a) è un caso speciale della reazione 
meno specifica (reazione b). Nella reazione (a) una 
molecola di H,O), agisce infatti da donatore, l’altra 
da accettore di idrogeno (dismutazione). 


2) Perossidasi: sono anch’esse emoproteine, ma 
contenenti un solo eme ossidato (Fe?*). Sono molto 
diffuse nel regno vegetale, ma si riscontrano anche 
nel latte e nei leucociti. Catalizzano, come si è det- 
to, la demolizione della H,0,, solo in presenza di 
adatto substrato riducente (vedi reazione (b)). 

La glutatione perossidasi è l’enzima che cataliz- 
za la seguente reazione: 


2 G-SH + H505 + GS-SG + 2 H50 


utilizzando specificamente il glutatione ridotto 
(GSH) come substrato riducente. Poiché la glutatio- 
ne perossidasi è un enzima selenio dipendente, si 
spiega come in animali deficienti in selenio si ab- 
biano alterazioni della membrana dei globuli rossi 
con emolisi. Il glutatione ridotto consumato nella 
precedente reazione viene ripristinato per opera del- 
la glutatione riduttasi. 


Superossido dismutasi. La superossido dismuta- 
si elimina l’anione superossido O,* nella reazione 
di dismutazione: 


Oo° iù Oo° +2Ht 4 HoO5 n Os 


bloccando quindi, fin dall’inizio, il processo di for- 
mazione dei radicali liberi dell’ossigeno. Le supe- 
rossido dismutasi sono metallo proteine contenenti 
Mn (quelle mitocondriali e batteriche), Cu o Zn 
(quelle citoplasmatiche). 

La eliminazione del O,* da parte della superos- 
sido dismutasi costituisce quindi un processo difen- 
sivo molto importante per gli organismi aerobici. 

Un interessante aspetto medico di questo proble- 
ma è offerto dalla biochimica dei processi infiam- 
matori. Si è già riferito che i granulociti attivati pro- 
ducono O-*» al fine di uccidere i batteri fagocitati. 
Buona parte di questo O-* sfugge tuttavia ai granu- 
lociti danneggiando le cellule vicinali ed il tessuto 
connettivale intracellulare, depolimerizzando ad 
esempio l’acido jaluronico. All’azione deleteria 
dell’O,* prodotto dai granulociti si possono quindi 
attribuire molti dei danni tissutali che conseguono 
al processi infiammatori. Si può così comprendere 


perché le superossido dismutasi esplichino attività 
antiinfiammatoria. Anche le radiazioni ionizzanti 
(es. raggi X) producono O; così si spiega la prote- 
zione esplicata dalla somministrazione di superossi- 
do dismutasi negli organismi irradiati. 

Questa ampia varietà di enzimi antiperossidativi 
rivela lo sforzo evoluzionistico che le specie che si 
sono adattate all’ossigeno hanno compiuto nell’af- 
frontare, come meglio potevano, le opportune dife- 
se contro la tossicità dell’ossigeno. Oltre a questi 
enzimi antiperossidativi le cellule degli organismi 
aerobici possono contare anche sugli “scavengers” 
non enzimatici, fra 1 quali la vitamina E, che espli- 
ca nel contempo azione antiossidante e stabilizzatri- 
ce delle membrane. 


CENNI DI ENZIMOLOGIA CLINICA 


Gli enzimi hanno acquistato crescente importan- 
za in diagnostica come: 1) ‘reagenti’ per la deter- 
minazione di substrati e metaboliti nei tessuti, nel 
sangue e nelle urine; 2) “indicatori” di condizioni 
morbose, quando ne venga svelata un’anomala pre- 
senza o quantità nel sangue o nelle urine. Nel primo 
caso enzimi più o meno purificati, isolati dalle sor- 
genti più convenienti, vengono impiegati per cata- 
lizzare determinate reazioni a carico di substrati 
presenti nei tessuti o liquidi biologici, sì da consen- 


‘ tire la loro valutazione quantitativa mediante la de- 


terminazione dei prodotti di reazione. Nel secondo 
caso mediante aggiunta di un determinato substrato 
a tessuti o liquidi biologici e determinando 1 relati- 
vi prodotti di reazione, si può misurare la quantità 
(o la presenza) di un certo enzima, diagnostico di 
una sospettata condizione patologica o parafisiolo- 
gica. 


Gli enzimi come reagenti 


Sui comuni reagenti chimici gli enzimi hanno 
due grandi vantaggi, /a specificità e la sensibilità; 
consentono cioè di svelare o misurare selettivamen- 
te un determinato substrato, in presenza di altre so- 
stanze, anche in quantità estremamente esigue. Per 
misurare la concentrazione di un substrato si deve 
usare un eccesso di enzima; la concentrazione del- 
l’enzima aggiunto deve essere cioè fale da non es- 
sere saturata dal substrato. Solo in questa condi- 
zione la quantità di prodotto formatasi, o di substra- 
to consumato, è proporzionale alla concentrazione 
iniziale del substrato. Abbastanza sovente il sub- 
strato od il prodotto della reazione non sono facil- 
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mente misurabili; si ricorre allora ad una seconda 
reazione enzimatica per misurare il prodotto della 
prima. Spesso gli enzimi che si impiegano come 
“reagenti” sono NADP* dipendenti, sicché è il 
NADP' ossidato o ridotto che viene misurato. Ciò 
viene fatto determinando le variazioni dell’assor- 
banza a 340 nm e tenendo conto che la riduzione 
del NADP* implica un aumento della densità ottica, 
mentre la ossidazione del NADPH implica una sua 
diminuzione (vedi spettri di assorbimento NAD* e 
NADH. I seguenti esempi illustrano quanto sopra. 


Azoto ureico del sangue. Il dosaggio si basa sul- 
le due reazioni seguenti: 


(ureasi) 


1.urea + H;0 2 NH3 + CO; 


(GD) 


2. NH3 + cn glutammato 
+ H20 


NADH NAD* 


La prima reazione catalizzata dalla ureasi, tra- 
sforma l’urea in ammoniaca ed anidride carbonica. 
La seconda, catalizzata dalla glutammato deidroge- 
nasi (GD), incorpora la NH;, liberata nella prima 
reazione, nell’o.-chetoglutarato per formare glutam- 
mato. La quantità stechiometrica di NADH che vie- 
ne utilizzata è ricavabile dalla entità della diminu- 
zione della densità ottica a 340 nm. Si considerano 
normali valori fra 7 e 18 mg/100 ml. 


Glucosio nel sangue (glicemia). Il glucosio vie- 
ne ossidato ad acido gluconico ed acqua ossigenata 
dalla g/ucosio ossidasi (GO). L’acqua ossigenata, in 
presenza di un adatto colorante redox (XH,) (es. O- 
dianisidina), viene trasformata in H,O, mentre il co- 
lorante ridotto incolore viene ossidato nel composto 
colorato. La produzione di colore è proporzionale 
alla concentrazione di glucosio: 


GO 
1. glucosio + O; SR, lattone dell'acido gluconico 
+ H505 


Di H205 + XHo >» 2H50 + X 


S1 considerano normali valori glicemici fra 65 e 
110 mg/100 ml. Sono anche in uso striscette di car- 
ta, Imbevute di glucosio ossidasi e del colorante re- 
dox, che immerse nel campione di sangue o di uri- 
na danno una indicazione semiquantitativa della 
concentrazione di glucosio eventualmente presente. 


Alcool (etanolo) nel sangue. L’etanolo, even- 
tualmente presente nel sangue, viene ridotto ad al- 


deide acetica dalla alcool deidrogenasi (AD) con 
stechiometrica riduzione del NAD*: 


(AD) gi 
CHg-CHo—OH CH3-CC 
H 
NAD+ NADH 


L’aumento della densità ottica a 340 nm riflette 
la quantità di NADH formatasi e quindi la quantità 
di etanolo presente nel campione di sangue. 


GLI ENZIMI COME INDICATORI 
DIAGNOSTICI 


Gli enzimi presenti nel sangue possono essere 
costituenti normali o patologici. Gli enzimi normal- 
mente presenti sono gli enzimi plasmatici funziona- 
li o costitutivi, generalmente prodotti dal fegato e fi- 
siologicamente riversati nel sangue, dove sono pre- 
senti Insieme con i loro substrati. Gli enzimi pla- 
smatici non funzionali o non costitutivi, in quanto 
non hanno nel sangue alcuna funzione, non sono 


‘ normalmente presenti nel sangue, ma vi vengono ri- 


versati in condizioni patologiche. La loro presenza 
nel sangue riflette infatti un danno tissutale per 
anossia (es. infarto del miocardio), per infezione 
(es. epatite virale), per processi proliferativi tumo- 
rali (es. osteosarcoma), o per processi ostruttivi (es. 
ostruzione biliare). Invero nel sangue gli enzimi 
non costitutivi sono presenti anche in condizioni 
non patologiche, ma in quantità minime, come 
espressione del normale “turnover” delle cellule tis- 
sutali e della fisiologica distruzione degli elementi 
cellulari del sangue. 

Nella Tabella 7.IX sono riportati alcuni enzimi 
di più diffuso interesse clinico. 

I meccanismi responsabili delle variazioni di 
contenuto di alcuni enzimi serici in condizioni pa- 
tologiche sono schematicamente esposti nella 
Tabella 7.X. 


Enzimi plasmatici costitutivi 


Tipici esempi ne sono la ceruloplasmina e la co- 
linesterasi. i 

Ceruloplasmina. E una globulina plasmatica 
contenente rame e dotata di attività ferroossidasica. 
La determinazione si basa sulla capacità della ceru- 
loplasmina di ossidare le ammine; così il prodotto 
di ossidazione della p-fenilendiamina di color viola 
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Tabella 7.IX 


Alcuni enzimi di interesse clinico. La denominazione è 
quella raccomandata dalla International Federation of 


Clinical Chemistry (IFCC), 1972. 
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Tabella 7.X 


Meccanismi responsabili delle variazioni di contenuto 
di alcuni enzimi serici in condizioni particolari. 


Aumento del contenuto 


Aumentata mobilizzazione degli 
enzimi cellulari 


Per necrosi cellulare: 


- infarto del miocardio CK, LDH, AST 


‘ epatiti tossico-infettive 


ALT, AST, OCT 
AMY, LIP 


+ miopatie congenite e acquisite | ALD, CK, LDH, AST 
(polimiosite dermatomiosite) 
Incremento della biosintesi degli 
enzimi 
Per fenomeni di induzione o riat- 
fivazione genetica: 
GGI ARL SR 
+ metastasi epatiche GGI, ALP LAP S'N 


GGT 


* pancreatite acuta 


Senza necrosi cellulare: 


- abuso di alcool, farmaci 
epatotossici 


Perprlferaere le 1 
ALP 


- aumento dell'attività 
osteoblastica 


neoplastica Regan) 
‘ carcinoma prostatico 
Riese se] 
one 
Diminuita sintesi di enzima 


‘ congenita: nei deficit congeniti | CHE, ALP. cerulo- 
plasmina 


‘ acquisita: cirrosi epatica 


Diminuzione del contenuto 





ne consente la misura. La concentrazione plasmati- 
ca di ceruloplasmina è notevolmente diminuita (di 
8-10 volte) nel morbo di Wilson (degenerazione 
epatolenticolare). 
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Colinesterasi. La colinesterasi presente nel san- 
gue viene chiamata pseudocolinesterasi per distin- 
guerla dalla colinesterasi vera presente nel tessuto 
nervoso. La sua determinazione si basa sulla capa- 
cità di idrolizzare la acetiltiocolina in tiocolina, che, 
reagendo con l’acido  ditiobisnitrobenzoico 
(DTNB), forma un prodotto colorato misurabile fo- 
tometricamente a 405 nm. La concentrazione di co- 
linesterasi nel siero (2000-3800 mU/ml) diminuisce 
nelle malattie del fegato e la attività dell’enzima 
viene drasticamente bloccata dagli alchil fluorofo- 
sfati (insetticidi). 

Gli enzimi implicati dei processi di coagulazio- 
ne e fibrinolisi del sangue sono pure enzimi plasma- 
tici costitutivi. 


Enzimi plasmatici non costitutivi 


Si possono distinguere in enzimi secretivi ed en- 
zimi intracellulari. 


I) Enzimi secretivi. Ne è tipico esempio la a- 
amilasi prodotta dal pancreas esocrino e riversata 


nell’intestino. La sua determinazione si basa sulla © 


scomparsa del color blu della amilopectina marcata 
con un colorante (azzurro di amilopectina) che si 
accompagna all’idrolisi di questo polisaccaride da 
parte dell’enzima. La comparsa della amilasi nel 
sangue e nelle urine è indice di pancreatite (acuta in 
particolare). 

2) Enzimi intracellulari. Si tratta di enzimi rila- 
sciati nel sangue dalle cellule lese. Di alcuni di que- 
sti enzimi e precisamente delle transaminasi, crea- 
tina chinasi e lattico deidrogenasi si dirà a proposi- 
to del metabolismo del miocardio, in quanto la loro 
determinazione nel sangue è principalmente intesa 
a svelare lesioni miocardiche. 

La diagnosi di epatite virale acuta è possibile 
mediante misura della attività nel sangue della iso- 
citrato deidrogenasi, della alcool deidrogenasi e 
della glicerolo-3-fosfato deidrogenasi. Queste dei- 
drogenasi, di cui è particolarmente ricca la cellula 
epatica, quando questa viene danneggiata, si river- 
sano nel sangue, dove la loro concentrazione può 
aumentare di 30 o più volte rispetto alla norma. 
Ulteriori indicazioni diagnostiche si possono rica- 
vare dalla misura dei rapporti di attività enzimati- 
che nel siero. Così, ad esempio, il rapporto delle at- 
tività aspartato transaminasi/alanina transaminasi, 
che nel normale è 3, scende ad 1 nella maggior par- 
te dei casi di epatite virale. 

La fosfatasi alcalina si determina misurando l’i- 
drolisi del p-nitrofenilfosfato in p-nitrofenolo a pH 


alcalino (8,5). La concentrazione ematica di fosfa- 
tasi alcalina si eleva nelle malattie delle ossa (rachi- 
tismo, iperparatiroidismo, morbo di Paget, osteo- 
sarcoma) ed anche nelle malattie ostruttive biliari. 
Per meglio individuarne il tessuto di origine si pos- 
sono misurare i relativi isoenzimi. 

La fosfatasi acida si determina come la fosfata- 
si alcalina ma a pH acido (<5,0). La sua concentra- 
zione ematica aumenta nel carcinoma della prosta- 
ta. 


Gli enzimi in terapia 


La deficienza di determinati enzimi che caratte- 
rizza le malattie congenite (vedi ad esempio le ma- 
lattie da accumulo di glicogeno, pag ) renderebbe 
utile la loro somministrazione dall’esterno. Questo 
compito è reso arduo per due motivi: 1. la incapa- 
cità degli enzimi esogeni di attraversare le membra- 
ne cellulari. 2. l’induzione di una risposta immuni- 
taria nei confronti di epitopi immunogenici presen- 
ti all’interno della propria molecola. Qualche pro- 
gresso si è tuttavia ottenuto somministrando enzimi 
opportunamente modificati in modo da essere selet- 
tivamente captati dalle cellule bersaglio per endoci- 
tosi recettore mediata o incapsulando gli enzimi nei 
liposomi. In quest’ultimo caso essi risultano protet- 
ti dalla degradazione e, potendo l’involucro fosfoli- 
pidico fondersi con le membrane cellulari, diventa- 
no potenzialmente atti ad entrare nelle cellule per 
fusione o endocitosi. Recentemente sono stati otte- 
nuti successi considerevoli nella terapia enzimo-so- 
stitutiva delle malattie da accumulo lisosomale, 
quali la malattia di Pompe, di Gaucher, di Fabry. 
Questi enzimi sono ottenuti per via biotecnologica 
con la tecnica del DNA ricombinante utilizzando i 
cDNA dei corrispondenti enzimi umani. Sono inol- 
tre bioingegnerizzati in modo da poter essere assun- 
ti dalle cellule per endocitosi clatrino-dipendente e 
quindi direttamente inviati ai lisosomi 

Progressi sostanziali sono stati conseguiti som- 
ministrando enzimi trombolitici per rimuovere 
trombi endovasali. Utili risultati in questo settore si 
sono ottenuti somministrando per via endovenosa 
proteasi, quali la tripsina, la plasmina o la pronasi 
(prodotta dall’ Aspergillus orizae) che idrolizzano 
con particolare affinità la fibrina. Ancora più effi- 
ciente è risultata la somministrazione di atfivatori 
del plasminogeno. Quest'ultimo è una proteina pre- 
sente nel plasma, di per sé inattiva (proenzima), ma 
che si attiva per idrolisi parziale trasformandosi in 
plasmina che digerisce rapidamente la fibrina. 
Come attivatori del plasminogeno si impiegano la 
streptochinasi, prodotta dagli streptococchi emoliti- 


er — > — 


ci e laurochinasi, una B-globulina prodotta dai reni 
che si isola dalle urine dei soggetti normali. La uro- 
chinasi ha il vantaggio di essere non-antigenica e di 
possedere una netta preferenzialità per il plasmino- 
geno presente nel coagulo, riducendo così il perico- 
lo della attivazione del plasminogeno circolante 
che, attivando gli enzimi della coagulazione, po- 
trebbe indurre la formazione dei coaguli. 


CATALISI BIOLOGICA NON 
PROTEICA: | RIBOZIMI 


È assodato che alcune molecole di RA esplica- 
no attività catalitica. Un primo esempio è offerto 
dal processo di maturazione dei tRNA transfer, nel 
quale un segmento di una quarantina di basi all’e- 
stremità 5’ del pre-tRNA, viene rimosso, con for- 
mazione del tRNA funzionale. Il processo, di tipo 
idrolitico, richiede l’intervento di una proteina e di 
un particolare RNA, costituenti la cosiddetta “ribo- 
nucleasi P”. E RNA però a svolgere la vera azio- 
ne catalitica, mentre la proteina è un cofattore, di 
per sé inattivo, che potenzia l’azione dell’enzima 
RNA, o ribozima. Un altro esempio è rappresentato 
dalla capacità di auto “splicing” del pre-rRNA del- 
la Tetrahymena thermofila. Quando il pre-rRNA 
puro è incubato con guanosina o un nucleotide gua- 
nilico, in assoluta assenza di proteine, il suo singo- 
lo introne di 413 basi viene auto-escisso e le due re- 
gioni che lo fiancheggiano vengono saldate fra di 
loro, con formazione del rRNA maturo (processo 
chiamato “splicing”). Il processo di “splicing” del- 
l’introne in questo rRNA è del tutto analogo a quel- 
li operanti sui mRNA, con la differenza che nel pri- 
mo caso si ha una autocatalisi da RNA, mentre nel 
secondo una catalisi da enzimi proteici. 
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Le reazioni catalizzate da ribozimi seguono la 
cinetica di Michaelis-Menten. I ribozimi finora stu- 
diati posseggono una struttura terziaria complessa, 
in grado quindi di realizzare a livello di siti partico- 
lari le condizioni di attivazione energetica necessa- 
rie affinché i gruppi reagenti raggiungano l’energia 
di transizione. Si ipotizza che i ribozimi fossero 1 
biocatalizzatori primordiali pre-cellulari e che le 
proteine, chimicamente più versatili, e quindi gli 
enzimi proteici, siano comparsi più tardi nell’evolu- 
zione delle macromolecole biologiche. 
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- Vitamina K - Acidi grassi essenziali (Vitamina F) 

Le vitamine idrosolubili - Acido L-ascorbico (Vitamina C) 

Le vitamine B e i loro coenzimi - Riboflavina (vitamina B-) - Niacina (vitami- 

na PP o vitamina Bs) - Tiamina (vitamina B,) - Acido lipoico - Acido pantote- 

nico (Vitamina Bs) - Piridossina, piridossale, piridossamina (Vitamina Be) - 

Biotina - Acido paramminobenzoico (PABA) - Folati - Antifolati - 

Tetraidrobiopterina - Vitamina Bo 

Fattori vitaminosimili - S-adenosilmetionina - ‘ Colina - L-Carnitina. 











GENERALITÀ 


Le vitamine sono composti organici necessari per le normali funzioni dell’organi- 
smo, ma che l'organismo non è in grado di sintetizzare. Per questo devono essere pre- 
senti, se pure in piccole quantità, nella dieta. Il termine vitamina, cioè ammina indi- 
spensabile per la vita, attribuito alla prima vitamina ad essere isolata ed identificata 
chimicamente, la vitamina Bj (un’ammina), fu mantenuto anche quando si riconobbe 
che gli altri fattori vitaminici non erano affatto delle ammine. Il termine di vitamina è 
rimasto anche per alcune di esse (vitamina D, niacina) che non sono strettamente n- 
trienti essenziali, in quanto sintetizzabili, almeno in parte, dall’organismo. Il più co- 
mune ruolo delle vitamine è quello di funzionare da coenzimi, sintetizzati nell’organi- 


‘smo a partire dalle vitamine stesse. Le vitamine esercitano anche altre funzioni: cro- 


mofori per la visione, precursori di ormoni, regolatori dell’espressione genica, antios- 
sidanti. 


Classificazione 


In rapporto alla loro solubilità le vitamine sono state classificate in vitamine lipo- 


solubili ed idrosolubili. Le prime, comprendenti le vitamine A, D, E, F e K, insolubi- 


li in mezzi acquosi, sono trasportate e depositate nell’organismo in modo identico, 0 
analogo, ai lipidi. La base della nomenclatura tuttora usata, basata sulle lettere dell’al- 
fabeto, risale al 1915; alcuni ricercatori tedeschi ed americani dimostrarono che negli 
alimenti erano presenti due fattori di crescita, uno liposolubile A ed uno idrosolubile 
B. Fu quindi dimostrato che il fattore B era formato da almeno due componenti, il fat- 
tore antiberiberico B (vit Bj) ed antiscorbutico C. Poco dopo anche il fattore A si di- 
mostrò essere formato da due componenti, un fattore di crescita A (l’attuale vitamina 
A) ed una componente antirachitica D. 
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Alcune vitamine, o derivati di queste, sono ne- 
cessarie per l’accrescimento di microrganismi e per 
questo vengono chiamate “fattori di crescita”. 
Sostanze chimicamente analoghe alle vitamine, ma 
aventi azione biochimica antagonista, sono le “anti- 
vitamine”. 


Fabbisogno 


Il fabbisogno medio pro-die nell’individuo adul- 
to varia considerevolmente da vitamina a vitamina: 
60 mg per la vitamina C, 1-1,5 mg per la B,, 0,01 
mg per la vitamina D e 0,002 mg per la B,.. Il fab- 
bisogno vitaminico varia anche da un individuo ad 
un altro e, nello stesso individuo, in rapporto con 
l’età e con fattori ambientali, dietetici, di attività, 
etc. 


Carenze 


Le malattie da carenza vanno sotto il nome di 
avitaminosi; le più note sono il rachitismo (avitami- 


nosi D), lo scorbuto (avitaminosi C), il beriberi 


(avitaminosi B;) e la pellagra (avitaminosi PP). Il 
termine ipovitaminosi viene talvolta usato per indi- 
care uno stato di carenza parziale. Esiste poi una ca- 


renza vitaminica condizionata, dovuta cioè a defi- 
ciente assorbimento intestinale o ad alterato meta- 
bolismo della vitamina. L’anemia perniciosa, per 
esempio, è uno stato di deficienza condizionata di 
vitamina B,.. 


LE VITAMINE LIPOSOLUBILI 


Vitamina A 


Chimica. La vitamina A, o retinolo, è un alcol a 
20 atomi di carbonio, costituito da un anello B-iono- 
nico (essenziale per l’attività) e da una catena late- 
rale polinsatura con doppi legami coniugati trans: 
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Figura 8.1 Trasformazione del f-carotene in retinolo (Vitamina A) 


] = f-carotene-15,15’-monossigenasi; 2 = retinale reduttasi 





L’elevato numero di doppi legami conferisce alla 
vitamina A una particolare suscettibilità alla perossi- 
dazione, che sopprime l’attività vitaminica. Anche il 
3-deidroretinolo o vitamina A;, che possiede un se- 
condo doppio legame fra le posizioni 3 e 4 dell’anel- 
lo B-iononico, è dotato di azione vitaminica. 

Provitamina A. La vitamina A è assunta con gli 
alimenti di origine animale sotto forma di estere, 
ma può anche formarsi nell’organismo a partire dai 
caroteni presenti nei vegetali. I caroteni si distin- 
guono in pro-vitamine e non pro-vitamine, in base 
alla presenza o meno dell’anello B-iononico. La più 
abbondante pro-vitamina è il B-carotene (Fig. 8.1): 

Da un punto di vista chimico, possedendo due 
anelli B-iononici, una molecola di f-carotene corri- 
sponde a due molecole di retinolo. Fisiologicamen- 
te però un equivalente di }-carotene esplica un’azio- 
ne molto inferiore a quella di due equivalenti di re- 
tinolo. Nell’enterocita e nell’epatocita, il }-carotene 
viene convertito in retinolo dall’azione della 15,15°- 
monossigenasi (Fig. 8.1); sulla base dell’efficienza 
di questa bioconversione, si considera che l’assun- 
zione di una molecola di retinolo corrisponda all’as- 
sunzione di 12 molecole di f}-carotene. 


Assorbimento, trasporto, metabolismo. L’assor- 
bimento intestinale della vitamina A e del [}-carote- 
ne necessita dei sali biliari. Il retinolo, presente ne- 
gli alimenti generalmente sotto forma di estere (le- 
gato a palmitato), viene idrolizzato nel lume inte- 
stinale da esterasi non specifiche e, quindi, captato 
dall’intestino tenue. Nell’enterocita il retinolo viene 
nuovamente esterificato a retinilestere. Il B-carote- 
ne, assorbito in maniera meno efficiente del retino- 
lo, nell’enterocita può essere scisso in due moleco- 
le di retinale dall’azione della 15-15’ monoossige- 
nasi; il retinale è poi ridotto a retinolo dalla relativa 
reduttasi. Retinilestere e B-carotene sono incorpora- 
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ti nei chilomicroni, immessi in circolo e quindi cap- 
tati dal fegato e dai tessuti extraepatici. - 

Nel fegato e nelle cellule dei vari tessuti, il retini- 
lestere viene idrolizzato a retinolo e legato alla “ce/- 
lular retinol-binding protein” (proteina intracellulare 
legante il retinolo, CRBP); il legame con la proteina 
permette di gestire il retinolo lipofilo in un ambiente 
acquoso. In forma sia libera che legata, il retinolo 
può essere ossidato a refinale tramite la retinolo dei- 


drogenasi (reazione reversibile); il retinale può esse- 


re ulteriormente ossidato ad acido retinoico tramite 
la retinale deidrogenasi (reazione irreversibile): 


retinolo $3 retinale =» acido retinoico 


Se non è utilizzato a livello epatico, il retinolo 
viene esportato dal fegato legato alla “7retino/ bin- 
ding protein” (RBP) e captato dai tessuti periferici 
tramite il recettore per la RBP. Nel plasma, la RBP 
s1 trova legata ad un’altra proteina, la transtiretina, 
proteina che oltre ad associarsi alla RBP, serve an- 
che da trasportatore per gli ormoni tiroidei. Si ritie- 
ne che questo complesso proteico abbia il compito 
di prevenire la perdita dal circolo della RBP, picco- 
la proteina di 21 kDa, in seguito a filtrazione glo- 
merulare. | 

Come si può notare le varie tappe del metaboli- 
smo del retinolo implicano continue reazioni di 
idrolisi e riesterificazione (vedi Tabella 8.1); la ri- 
esterificazione può avvenire utilizzando fosfolipidi 
come donatori di acile, tramite la /ecitina:retinolo 
acil-transferasi, oppure utilizzando direttamente 
acil-CoA liberi, tramite l’acil/-CoA:retinolo-acil- 
transferasi. 

Nell’organismo, 300-900 mg di vitamina, sotto 
forma di estere (forma non tossica, completamente 
apolare), hanno funzioni di deposito, principalmen- 
te nel fegato (cellule stellate) e nel tessuto adiposo. 


Tabella 8.I 


Reazioni di idrolisi e riesterificazione nell’assorbimento, trasporto e metabolismo della Vitamina A. 


Lume 


ina} (=igolei}(o 
intestinale 


Retinilestere Retinilestere 


Retinilestere 


(=(e[el(o, 
cellule stellate 


Fegato 
fe-1|[1][SMfoto[g=taleialigato]I 


Retinilestere Retinilestere 


nei chilomicroni 


Retinolo Retinolo 


B-carotene B-carotene 


RBP-retinolo 





Retinolo 
_ 
RBP 


Retinolo 


RBP-ret nolo 


162 ® Vitamine e coenzimi 


Funzioni. Il retinale e la sua forma ridotta reti- 
nolo sono coinvolti nella funzione visiva. L'acido 
retinoico è un ligando dei ‘recettori dell'acido reti- 


noico” implicati nella regolazione di alcuni fattori 


di trascrizione. 


Funzione della vitamina A nella visione. Nelle 
piante, i caroteni hanno il compito di assorbire la lu- 
ce solare per favorire la sintesi clorofilliana. I caro- 
teni hanno diverso colore in base al numero dei dop- 
pi legami; a livello funzionale questo permette di as- 
sorbire luce visibile ad ampio spettro. Questa fun- 
zione fotorecettrice è utilizzata anche dagli animali. 
Infatti, la funzione meglio conosciuta della vitamina 
A è quella relativa alla sua partecipazione alla visio- 
ne, come cofattore dei fotorecettori della retina. 

I complessi fra il retinale ed alcune proteine del- 
la retina, le opsine, costituiscono i fotorecettori, 
adibiti alla ricezione dello stimolo luminoso ed alla 
sua conversione in un impulso nervoso, che viene 
trasmesso ai centri della visione. 

La retina dei vertebrati contiene due tipi di cel- 
lule visive: i bastoncelli, deputati alla percezione 
della luce crepuscolare a bassa intensità, ed i coni, 


deputati alla recezione della luce piena e dei colori. 


Nei coni sono presenti fre opsine che, complessate 
con il retinale, costituiscono tre recettori sensibili 
rispettivamente al blu, al rosso ed al verde. Nei ba- 
stoncelli è presente una sola opsina che, in associa- 
zione con il retinale, forma la rodopsina. 

Il retinale si lega all’opsina non nella forma na- 
tiva tutto-trans, ma dopo aver subìto un’isomerizza- 
zione a retinale 11-cis ad opera della retinale isome- 
rasi. Il retinale 11-cis si lega all’opsina mediante le- 
game aldiminico (base di Schiff) fra il suo gruppo 
aldeidico ed il gruppo €-amminico di un residuo di 
lisina dell’opsina (Fig. 8.2). 

Quando la rodopsina viene colpita dalla luce va 
incontro a modificazioni conformazionali che de- 
terminano l’isomerizzazione del retinale 11-cis in 
retinale tutto-trans ed il suo simultaneo distacco 
dall’opsina. Durante questo complesso evento si 
generano potenziali elettrici che stimolano il siste- 
ma nervoso, evocando l’immagine luminosa (vedi, 
per maggiori dettagli, il Capitolo “Biochimica del 
Sistema nervoso”). 

La rigenerazione della forma 11-cis retinale dal- 
la forma tutto-trans retinale avviene al buio, nelle 
cellule epiteliali adiacenti ai fotorecettori; la ricon- 
versione implica la formazione degli intermedi tut- 





retinale "11-cis" 





retinale "tutto trans" 


Figura 8.2 La percezione visiva consiste nella fotoisomerizzazione dell’11-cis retinale a tutto- 
trans retinale in seguito ad assorbimento di fotoni 





La rodopsina è estremamente stabile alla termoisomerizzazione ed in pratica non vi è isomerizzazione spontanea. 


Questo spiega l'alta sensibilità del sistema. 


vi. rodopsina 
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Figura 8.3 Ciclo della visione 


Ciclo enzimatico di rigenerazione dell’11-cis retinale. Difetti di questo ciclo portano a distrofie retiniche. LRAT 


lecitina:retinolo acil-transferasi. 


to-trans retinolo, tutto-trans retinilestere - che va in- 
contro all’isomerizzazione - e 11-cis retinolo (Fig. 
8.3). 


Funzione trascrizionale. L’acido retinoico lega i 
recettori intracellulari dell’acido retinoico; questi 
appartengono a due famiglie: RAR, 11 cui ligando è 
l’acido retinoico tutto-trans, e RXR, il cui ligando è 
l’acido retinoico 9-cis. Una volta attivati, RAR e 
RXR traslocano nel nucleo dove legano specifiche 
sequenze del DNA (RARE, “retinoic acid responsi- 
ve elements” elementi responsivi all’acido retinoi- 
co) in forma di dimeri; in particolare, RXR forma 
eterodimeri con RAR, con 1 recettori per gli ormoni 
steroidei, con il recettore per la vitamina D, con il 
recettore per gli ormoni tiroidei, con i “peroxisome 
proliferator-activated receptors” (PPAR, fattori tra- 
scrizionali che controllano la trascrizione di geni 
del metabolismo lipidico). Gli RXR sono pertanto 
partner comuni di parecchi recettori nucleari; la ca- 
pacità di modulare la trascrizione di un’ampia gam- 
ma di geni spiega il ruolo della vitamina A nella re- 
golazione del differenziamento, della proliferazione 
e dello sviluppo embrionale. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La quantità gior- 
naliera raccomandata di vitamina A è di circa 0,7 


mg di retinolo per l'adulto. La fonte più ricca di vi- 


“ tamina A è l’olio di fegato di pesce; alimenti ricchi 


in vitamina A sono fegato, pesce, latte non screma- 
to, burro, tuorlo d’uovo. 

Il B-carotene è presente nelle verdure giallo-ros- 
se (carote, pomodori) ma anche nei vegetali verdi 
dove il colore arancione è mascherato dal verde del- 
la clorofilla (spinaci, insalata). Il fattore di conver- 
sione del f-carotene, presente negli alimenti, in vi- 
tamina A_assorbibile è di 12:1; la conversione è in- 
vece di 2:1 se il B-carotene viene assunto come sup- 
plemento (Food and Nutrition Board, 2001). 
Proprio perchè la vitamina A può derivare da diver- 
si caroteni provitaminici, ciascuno con una sua ca- 
pacità di bioconversione, l’Institute of Medicine 
(IOM, 2001) ha scelto di esprimere i fabbisogni nu- 
trizionali in equivalenti di attività “RAEE” (retino! 
activity equivalents; 1 RAE = 1 ug retinolo = 12 ug 
B-carotene). 


Carenza. La carenza di vitamina A può dipende- 
re da malnutrizione; è però anche presente una ca- 
renza secondaria dovuta a malassorbimento lipidi- 
co, malattie epatiche (con conseguenti bassi livelli 
della RBP), alcolismo. La carenza di vitamina A si 
manifesta con una serie di sintomi i più seri dei qua- 
li riguardano disfunzioni oculari e depressione del 
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sistema immunitario. I bambini sono più suscettibi- 
li degli adulti all’avitaminosi A, in quanto non di- 
spongono dei depositi di vitamina A, che gli adulti 
hanno invece potuto accumulare. 

Emeralopia o cecità alla luce crepuscolare. 
Costituisce il segno più precoce dell’avitaminosi A 
e consiste in un difettoso adattamento alla luce di 
bassa intensità (luce crepuscolare). Questa condi- 
zione può essere valutata quantitativamente me- 
diante la determinazione della soglia visiva, cioè 
della minima intensità luminosa necessaria per la 
percezione visiva 

La xeroftalmia (letteralmente secchezza dell’oc- 
chio) costituisce la manifestazione clinica più tipica 
della carenza vitaminica. Consiste nella cheratiniz- 
zazione e desquamazione dell’epitelio corneale e 
dei dotti lacrimali con conseguente ostruzione ed 
arresto del deflusso delle lacrime, donde la ‘sec- 
chezza”. Nei casi più gravi si arriva a cheratomala- 
cia, con danno irreversibile della cornea e cecità (è 
la principale causa di cecità nei bambini dei paesi 
poveri). 

Tutti gli epiteli risultano più o meno profonda- 
mente alterati dalla deficienza di vitamina A; può 
essere presente l’atrofia dell’epitelio germinale che 


determina sterilità nel maschio; erosioni dello smal- ® 


to, formazione di papule ipercheratosiche intorno ai 
follicoli piliferi (xeroderma). 

Ritardato accrescimento. Nei bambini la caren- 
za di vitamina A può produrre arresto dell’accresci- 
mento scheletrico e deformazioni delle ossa. 

Aumentata suscettibilità alle infezioni. 

Anemia. La carenza di vitamina A causa anemia; 
le cause molecolari non sono al momento note. E da 
sottolineare che la carenza di vitamina A e la caren- 
za di ferro sono le due carenze nutrizionali più dif- 
fuse a livello mondiale; è, pertanto, di particolare 
interesse chiarire la interrelazione fra questi due nu- 
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trienti essenziali. Si ipotizza che l’anemia sia la 
conseguenza di un diminuita biodisponibilità del 
ferro alimentare e/o di una diminuita mobilizzazio- 
ne del ferro dalle riserve tissutali. 


Stato nutrizionale. Il metodo più semplice ed 
adottabile a livello di popolazione (ad esempio in 
età scolare) è il test fisiologico di adattamento al 
buio. Metodi di laboratorio usano la misura del li- 
vello plasmatico del retinolo (livelli inferiori a 0,70 
umol/L indicano carenza subclinica), oppure il do- 
saggio della RBP, essendo il rapporto RBP/retinolo 
di 1:1, oppure il rapporto RBP/transtiretina. 


Tossicità. Il limite massimo tollerabile di assun- 
zione della vitamina A è di 3 mg/die per l’adulto; 6 
mg sono sufficienti ad indurre effetti tossici (per la 
definizione ed il significato nutrizionale di dose 
raccomandata e di limite massimo tollerabile (vedi 
Capitolo “Biochimica della Nutrizione”). La vita- 
mina A diventa tossica allorché supera la capacità di 
legame con la CRBP così che le cellule rimangono 
esposte alla vitamina A non legata. La tossicità acu- 
ta può essere anche mortale, la tossicità cronica in- 
duce alterazioni cutanee, dell’apparato digerente e 
neuromuscolare; induce inoltre ipercalcemia, rias- 
sorbimento osseo ed inibizione della formazione di 
nuovo osso. L’ipervitaminosi A ha anche effetto te- 
ratogeno. L’effetto tossico viene attribuito ad un’a- 
zione simil-detergente e ad una disregolazione dei 
processi di trascrizione. 


Vitamina D 


Chimica. Il termine vitamina D è comune a due 
vitameri: la vitamina D3 0 colecalciferolo, di origi- 
ne animale, che deriva dal 7 deidrocolesterolo, e la 
vitamina D; 0 ergocalciferolo che deriva dall’ergo- 
sterolo sintetizzato da lieviti e piante (Fig. 8.4). ] 
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Figura 8.4 Formula della previtamina e della vitamina D3 


La formula della previtamina riflette la struttura steroidea del colesterolo da cui la vitamina può derivare. 
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due vitameri differiscono per la struttura della cate- 
na laterale: questa è satura nella D3, mentre è insa- 
tura nella D,, per la presenza di un doppio legame 
fra il C-22 ed il C-23; inoltre nella D, è presente un 
gruppo metilico legato al C-24. Nel passato si rite- 
neva che le due forme avessero attività biologica 
paragonabile. Adesso è noto che la vitamina D,, ol- 
tre ad essere una forma poco abbondante, è anche 
rapidamente catabolizzata dal fegato; per cui la vi- 
tamina D; viene considerata la sola forma biologi- 
camente importante. 


Biosintesi e metabolismo della vitamina D;. La 
vitamina D; non è una vitamina in senso stretto in 
quanto può essere sintetizzata nella pelle per azione 
dei raggi solari (Fig. 8.5). Il suo fabbisogno alimen- 
tare dipende quindi dall’esposizione alla luce; gli 
individui che vivono all’aria aperta ed in regioni so- 
leggiate necessitano, infatti, di meno vitamina D 
esogena rispetto a quelli che sono poco esposti alla 
luce solare. La provitamina D; è il 7-deidrocoleste- 
rolo, cioè l’immediato precursore biosintetico del 
colesterolo, che, nella pelle, assorbe luce di lun- 
ghezza d’onda tra 290 e 315 nm (radiazione B ultra- 
violetta, UVB). Questo processo causa la trasfor- 
mazione del 7-deidrocolesterolo in previtamina D;. 
La previtamina, alla temperatura corporea, va in- 
contro ad un cambiamento conformazionale a vita- 
mina D;, che ne facilita 11 passaggio in circolo. Sia 
la previtamina che la vitamina D; sono a loro volta 
fotosensibili per cui, se la vitamina non viene espor- 
tata, va incontro a fotodegradazione; pertanto non è 
possibile accumulare quantità tossiche di vitamina 
D3 per prolungata esposizione alla luce solare. 
Inoltre la me/anina, sintetizzata dalla pelle allo sco- 
po di prevenire i danni causati dai fotoni UV ad al- 
ta energia (i livelli di melanina aumentano con l’ ab- 
bronzatura), funziona da eccellente schermo solare, 
competendo per l’assorbimento delle radiazioni ul- 
traviolette. 

Nel plasma la vitamina neosintetizzata viene le- 
gata ad una specifica &;-globulina e viene quindi 
captata dal fegato; anche la vitamina D di origine 
alimentare arriva al fegato dopo essere stata assor- 
bita insieme agli altri lipidi ed incorporata nei chi- 
lomicroni. Nel fegato la vitamina subisce una prima 
idrossilazione in corrispondenza del C-25 per for- 
mare la 25-idrossi-D3 denominata anche 
25(0H)D;, o calcidiolo. Questa idrossilazione è ca- 
talizzata da un ’idrossilasi microsomiale, dipenden- 
te dal citocromo P-450. 

La 25(0H)D; lascia il fegato legata alla “vita- 
min D binding protein” e il complesso viene capta- 
to dal rene per endocitosi. Nel rene il calcidiolo vie- 
ne idrossilato in posizione 1 per formare la /0,25- 


Le vitamine liposolubili ® 165 


diidrossi-D; (10,25(0H);D; o calcitriolo) per ope- 
ra della calcidiolo idrossilasi (anche denominata 
lo-idrossilasi). Il calcitriolo viene rilasciato in cir- 


colo e trasportato ai tessuti bersaglio (intestino, 0s- 


sa, rene, ed altri organi quali pancreas, colon, pol- 
mone, cellule del sistema immunitario) legato ad 
una specifica a.-globulina (Fig. 8.5). Il catabolismo 
del calcitriolo prevede un’idrossilazione in C-24 
(con formazione di 1,24,25-triidrossi-D) a livello 
renale; questo composto è trasportato al fegato ed 


eliminato con la bile. 


La sintesi del calcitriolo è sotto il controllo del 
paratormone (PTH): questo (secreto in presenza di 
bassi livelli di Ca?* ematico) aumenta, infatti, la 
biosintesi dell’10.-1drossilasi renale. Questo sistema 
ha un meccanismo di regolazione a “feedback nega- 
tivo”, dal momento che il calcitriolo inibisce con- 
temporaneamente l’attività della 1o-idrossilasi e la 
secrezione di paratormone da parte delle paratiroi- 
di. 


Funzioni 


Mineralizzazione dell’osso. La principale fun- 
zione della vitamina D riguarda il mantenimento 
della concentrazione fisiologica ematica di calcio e 
di fosfato. Queste concentrazioni devono essere 
mantenute entro valori ristretti: essere cioè suffi- 
«cientemente elevate da permettere la mineralizza- 
zione scheletrica [il sale di calcio tipico dell’osso è 
l’idrossiapatite Ca,g(PO4)g(OH),], ma non superare 
un certo limite per evitare la precipitazione di sali di 
fosfato di Ca insolubili in sedi ectopiche, quali le 
pareti dei vasi sanguigni. Il livello sierico di fosfato 
inorganico varia in un ambito di 2,5- 4,5 mg/dL 
nell’adulto; il livello sierico di calcio è praticamen- 
te costante, mantenuto nell’intervallo 9-11 mg/dL. 

Le attività dell’ 10,25(0H),D; e del paratormone 
sono strettamente correlate e sinergiche, cosicché 
entrambe concorrono ad aumentare il livello emati- 
co di calcio, in caso di ipocalcemia; in contempora- 
nea il paratormone induce l’escrezione renale di fo- 
sfato per mantenere costante il prodotto di solubilità 
[Ca x P] il cui valore deve essere intorno a 40. 

Intestino. La principale funzione biologica 
dell’10,25(0H);D3} è quella di aumentare l’effi- 
cienza dell’'assorbimento del calcio a livello intesti- 
nale. Il calcio contenuto negli alimenti può essere 
assorbito con due diversi meccanismi: un trasporto 
attivo, che ha sede nel duodeno e nel primo tratto 
del digiuno e che dipende dal calcitriolo; un tra- 
sporto passivo, attraverso “fight junctions” fra le 
cellule epiteliali, che ha sede nel tratto distale del 
digiuno, nell’ileo e nel crasso, e che è indipendente 
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Figura 8.5 Trasformazione del 7-deidrocolesterolo in calcitriolo, la forma fisiologicamente attiva 


della vitamina D 


dal calcitriolo. Il primo meccanismo è, in generale, 
quello prevalente ed è il più efficiente quando la 
dieta è povera di calcio. L’azione del- 
1'10,25(0H),D; consiste nell’induzione della bio- 
sintesi dello specifico trasportatore per il calcio 
(TRPV6, anche denominato CaTl1) e della “proteina 
legante il calcio”, proteina intracellulare che regola 
il flusso di calcio attraverso la mucosa intestinale. 

Osso. Il calcitriolo, analogamente al paratormo- 
ne, aumenta l’attività degli osteoc/asti, le cellule 
dell’osso capaci di solubilizzare l’idrossiapatite. 

Rene. Il calcitriolo stimola 1l riassorbimento del 
calcio a livello dei tubuli distali. 


Funzioni non legate all’omeostasi del calcio. Il 
calcitriolo, di cui si è recentemente individuato uno 
specifico recettore nelle cellule pancreatiche f, è 
necessario per la normale secrezione dell’insulina. 
Inoltre regola il sistema immune, inibisce la prolife- 
razione di cellule normali e tumorali ed induce il 


differenziamento. Pertanto la vitamina D è impor 
tante non solo per la salute dell’osso, ma per la si 
lute in generale e per la prevenzione di malattie 
quali il cancro ed il diabete. 

Meccanismo d’azione. Il calcitriolo va conside 
rato un vero e proprio ormone; ed infatti il suo mec 
canismo d’azione è analogo a quello degli altri or 
moni steroidei: il calcitriolo lega ed attiva uno spe 
cifico recettore intracellulare VDR (“Vitamin | 
Receptor”, Recettore per la Vitamina D). Il com 
plesso VDR-calcitriolo forma un eterodimero con il 
recettore per l’acido retinoico X (RXR) e quindi in 
teragisce con sequenze nucleotidiche VOR. 
(“Vitamin D Response Elements”, Elementi di n 
sposta alla vitamina D) nel sito promotore di geni 
specifici. A livello intestinale controlla i geni codr 
ficanti per il trasportatore del calcio TRPVO e per |a 
“proteina legante il calcio”; a livello osseo control. 
la la biosintesi di osteocalcina e osteopontina, pro 
teine regolatorie del processo di mineralizzazione, 












in altri organi bersaglio regola geni, quali c-myc e 
c-fos, implicati nella proliferazione e differenzia- 
mento cellulare. 

L’azione del calcitriolo e del PTH sull’omeosta- 
si del calcio è riassunta nella Fig. 8.6. 


Fonti alimentari e fabbisogno. Le principali 
fonti alimentari sono costituite da pesci di acqua sa- 
lata (sardina, salmone, tonno, aringa) ed oli di pesce; 
la vitamina è anche presente in uova, carne, e burro. 

In caso di mancata esposizione alla luce solare o 
di aumentato fabbisogno (gravidanza, allattamen- 
to), l'assunzione giornaliera per gli adulti dovrebbe 
essere di 10-15 ug. 


Carenza. Una deficienza di vitamina D nella 
dieta, associata ad insufficiente esposizione ai raggi 
ultravioletti, provoca rachitismo nei bambini ed 
osteomalacia negli adulti. Il rachitismo colpisce 1 
bambini nei primi anni di vita. La lesione caratteri- 
stica è la deficiente calcificazione delle ossa; 1 ri- 
dotti livelli ematici di calcio, infatti, ostacolano la 
normale deposizione dei cristalli di idrossiapatite 
nelle zone di mineralizzazione. Tuttavia, anche in 
assenza di tale deposizione, gli osteociti e gli osteo- 
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blasti continuano a produrre una matrice organica 
approssimativamente normale, costituita da colla- 
geno e mucopolisaccaridi. Di conseguenza nel 
bambino si ha la formazione di strutture ossee cede- 
voli che, sottoposte a carico, tendono a deformarsi. 
Nell’osteomalacia non si ha deformità ossea, ma 
osteopenia con aumentato rischio di fratture ed un 
diffuso dolore osseo. L’osteomalacia non va confu- 
sa con l’osteoporosi. La prima, come il rachitismo, 
consiste in una diminuzione della sola componente 
minerale delle ossa; l’osteoporosi risulta invece in 
una globale diminuzione di osso che riguarda sia la 
componente minerale che la componente organica e 
cellulare. 

Forme familiari di rachitismo, resistenti alla vi- 
tamina D, sono dovute all’incapacità di convertire 
la D; in calcitriolo per alterazione congenita 
dell’1a-idrossilasi renale. 


Tossicità. Un introito eccessivo di vitamina D; 
(che viene smaltita molto lentamente) risulta tossi- 
co. Il limite tollerabile di assunzione è stato fissato 
per l’adulto in 50 ug/die (Institute of Medicine, 
IOM, 1997); da notare come la dose raccomandata 
e la dose di assunzione massima consigliata siano 
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ura 8.6 Azione del calcitriolo su intestino, ossa e reni, e sua interazione con il paratormone 
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molto vicine. Un eccesso di vitamina porta ad au- 
mentati livelli sierici di calcio che nei casi più gra- 
vi porta a calcificazione anomala di tessuti molli 
(rene, cuore). Quantità tossiche non vengono rag- 
giunte con una dieta normale, ma sono conseguen- 
za di un eccessivo uso di supplementi vitaminici. 


Tocoferoli (Vitamina E) 


Chimica. Vitamina E è il termine collettivo per 
indicare i diversi ocoferoli strutturalmente correla- 
ti. Caratteristica comune è la presenza del gruppo 
del cromanolo (un anello fenolico condensato con 
un anello piranico) e della catena laterale isoprenoi- 
de satura; le varie forme di tocoferoli (a, B, Y, 3) 
differiscono per i sostituenti metilici (Fig. 8.7). Il 
termine tocoferolo fu adottato nel 1922, dopo la 
scoperta della vitamina, quando tale vitamina fu 
messa in relazione con la fertilità negli animali. Il 
nome deriva dal greco fokos (nascita) + phero (por- 
to) + olo (alcol). Alla famiglia della vitamina E ap- 
partengono anche i tocotrienoli che si differenziano 
dai corrispondenti tocoferoli per la presenza di tre 
doppi legami nella catena laterale. La molecola del 
tocoferolo ha tre centri chirali (2, 4’, 8°), per un to-, 
tale di otto stereisomeri; la forma stereoisomera è 


critica per l’attività biologica. Ad esempio, l’o-to: 
coferolo naturale è il 2R,4R°,8R’(RRR)a-tocofero: 
lo; la sua forma sintetica, usata nei supplementi vi» 
taminici, è una miscela di tutte le forme chirali ed è 
designata all-racemic (all-rac) oi-tocoferolo, con 
uguale attività antiossidante in vitro, ma con diver: 
so potere biologico. 


Metabolismo. L’assorbimento ed il trasporto 
della vitamina E segue in gran parte le vie di assor- 
bimento e trasporto del colesterolo. A livello inte- 
stinale, tocoferoli e tocotrienoli vengono Incorpora» 
ti nelle micelle costituite dai sali biliari, captati dal. 
l’enterocita ed incorporati nei chilomicroni. A livel. 
lo epatico il processo di secrezione, critico per il 
mantenimento di adeguati livelli plasmatici di vita- 
mina, è mediato dall’azione della proteina o-foco. 
pherol transfer protein (a-TTP) che lega selettiva- 
mente la forma RRR-a-tocoferolo. VLDL ed HDI. 
risultano arricchite in questa forma. Negli alimenti 
il Y-tocoferolo è solitamente abbondante, ma nel 
plasma esso rappresenta solo il 10% rispetto all’o- 
tocoferolo, che quindi risulta la forma funzionale 
prevalente. Pertanto è il fegato, e non l’intestino. 
che discrimina fra le varie forme vitaminiche. 
Questa bio-discriminazione è presente anche nel 
catabolismo epatico, che inizia con la @-ossidazio- 





Figura 8.7 Struttura dei tocoferoli 
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ne della catena laterale da parte del sistema micro- 
somiale citocromo P450; la forma y è catabolizzata 
più rapidamente della forma a. Inoltre, il composto 
sintetico a//-rac viene riconosciuto come xenobioti- 
co, ha vita breve ed induce aumento dei livelli del 
citocromo P450; questo supplemento può pertanto 
interferire con il metabolismo dei farmaci. 


Funzioni. Azione antiossidante. L’azione an- 
tlossidante della vitamina E è dovuta alla grande ca- 
pacità di bloccare la propagazione delle reazioni ra- 
dicaliche e quindi di prevenire la perossidazione li- 
pidica nelle membrane e nelle lipoproteine plasma- 
tiche. Negli acidi grassi polinsaturi, l’atomo di C in 
posizione allilica della catena poliinsatura è partico- 
larmente prono a subire la perdita di un idrogeno 
sotto l’azione di agenti chimici (ad esempio metal- 
ll), dando origine ad un radicale lipidico (reazione 
1); questo, reagendo con l’ossigeno molecolare, 
porta alla formazione di un radicale perossile (rea- 
zione 2). A sua volta il radicale perossile reagisce 
con un altro acido polinsaturo, trasformandosi in 
perossido e creando un nuovo centro radicalico 
(reazione 3). La propagazione delle reazioni peros- 
sidative può essere interrotta dall’a-tocoferolo (CT- 
OH), che dona 1’H fenolico diventando a sua volta 
un radicale (reazione 4). Il radicale tocoferile è re- 
lattvamente stabile e poco reattivo; può inoltre rea- 
gire con un secondo radicale perossile trasforman- 
dosi in chinone (reazione 5). 


reazione 
CH > L' ] 
L;°+ O; ?> Lj00° 2 
L100* L;H > LjOOH + L,00° 3 
L,00°* a-T-OH è? L,00H + a-T-0° 4 
L300*+ a-T-0*+ H*= L300H + a-T=0 5 


La forma ossidata è riconvertita nella forma ri- 
dotta da antiossidanti liposolubili, quale l’ubichino- 
lo, ed idrosolubili, quale l’ascorbato. L’azione della 
vitamina E è sinergica all’azione antiossidante del- 
la glutatione perossidasi, enzima contenente l’am- 
minoacido selenocisteina, che catalizza l’elimina- 
zione del perossido a spese del glutatione ridotto. 

Anche gli altri vitameri hanno azione antiossi- 
dante. In conseguenza della bio-discriminazione, la 
capacità biologica relativa delle varie forme è in 
rapporto &:B:y:ò = 1:0,2:0,1:0,01. 

Regolazione enzimatica. La proteina chinasi C 
(coinvolta nella trasduzione del segnale) è stato il 
primo enzima per il quale si è dimostrata un’attivi- 
tà regolatoria da parte dell’a-tocoferolo. 
Successivamente, tale azione è stata evidenziata per 
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altri enzimi, la fosfolipasi A., la ciclo-ossigenasi, la 
lipossigenasi (sintesi dei metaboliti dell’acido ara- 
chidonico) e per la HMGCOA reduttasi (sintesi del 
colesterolo). 

Funzioni del Y-tocoferolo. Il Y-tocoferolo (non 
metilato in posizione 5) ha una reattività chimica 
diversa dall’a-tocoferolo. In particolare è in grado 
di bloccare l’ossido nitrico NO* e quindi la perossi- 
dazione lipidica indotta da perossinitrito (ONOO?). 
A livello fisiologico inibisce i fenomeni infiamma- 
tori. 

Funzioni dei tocotrienoli. Ai tocotrienoli sono 
state attribuite proprietà antiossidanti, anticancro e 
neuroprotettive. 


Fonti alimentari e fabbisogno. Le fonti più ric- 
che di vitamina E sono gli oli vegetali: l’olio d’oli- 
va e l’olio di girasole contengono prevalentemente 
o-tocoferolo, l’olio di soia e l’olio di cereali con- 
tengono principalmente Y-tocoferolo e piccole 
quantità di tocotrienoli, l’olio di palma contiene to- 
cotrienoli ed una certa quantità di c-tocoferolo. 
Anche noci e mandorle sono buone fonti di vitami- 
na E. Da notare che la vitamina E è suscettibile al 
calore, alla luce ed all’esposizione all’aria e, perciò, 
viene distrutta nei processi industriali di cottura e 
conservazione. 

Il fabbisogno giornaliero per la persona adulta è 
di 15 mg di a-tocoferolo; deve essere comunque 
proporzionale all’assunzione in acidi grassi polinsa- 
turi. Attualmente gli altri vitameri non sono presi in 
considerazione nel calcolo del fabbisogno giorna- 
liero. 


Carenza. La carenza alimentare della vitamina 
E è rara data la sua diffusione negli alimenti; i sin- 
tomi da carenza si osservano in presenza di malat- 
tie da malassorbimento lipidico o di mutazione del- 
l’o-TTP. Un deficit di vitamina E aumenta l’aggre- 
gazione piastrinica, conseguentemente all’alterata 
modulazione della via dell’acido arachidonico, ri- 
duce la vita dei globuli rossi e ne aumenta la suscet- 
tibilità allo stress ossidativo, causa miopatia e neu- 
ropatia periferica. La severità dei sintomi da caren- 
za dipende anche dallo status di altri nutrienti, qua- 
li il selenio e gli amminoacidi solforati. La carenza 
in vitamina E è stata associata ad un aumentato ri- 
schio di malattie cardiovascolari, conseguente al- 
l'ossidazione delle LDL ed all’aumentata aggrega- 
zione piastrinica. La carenza è stata anche correla- 
ta ad un aumentato rischio di cancro. 


Stato nutrizionale. Si basa sulla misura dei li- 
velli plasmatici di tocoferolo (carenza: < 12 
umol/L). Un altro metodo si basa su una valutazio- 
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ne biologica, cioè sulla suscettibilità all’emolisi di 
eritrociti trattati con HO). 


Vitamina K 


Chimica. La vitamina K. esiste sotto forma di 
vari vitameri derivati del naffochinone, i più attivi 
dei quali sono: 


1) La vitamina K; o fillochinone, sintetizzata 
dalle piante, è caratterizzata da una catena laterale 
fitilica, costituita da 4 unità isopreniche, tre delle 
quali idrogenate: 


O 
CH; 
6 I 
CHo-CH=C -CHs- (CHs-CHo-CH-CHo)gH 
O 


2-metil-3-fitil-1,4-naftochinone (K,) 


2) La vitamina K, o menachinone, di origine® 
batterica, caratterizzata da una catena laterale costi- 
tuita da 6 unità isopreniche insature: 


O 
CHs 
CHs 
(CH:—CH=C—CHi)x H 
O 


2-metil-3-difarnesil-1,4-naftochinone (Ko) 


3) La vitamina K; o menadione, prodotto sinte- 
tico, privo di catena laterale e parzialmente idroso- 
lubile. Il menadione non è attivo di per sé, ma vie- 
ne trasformato nella forma attiva, per isoprenilazio- 
ne a livello tissutale. 


O 
CHa 


O 


2-metil-1,4-naftochinone (K3) 


Coenzima. La vitamina K è il cofattore di una Y 
carbossilasi, localizzata a livello microsomiale, che 
catalizza la modificazione post-sintetica di un resi- 
duo di acido glutammico (Glu) della catena poli- 
peptidica ad acido Y-carbossiglutammico (Gla): 


» Ca?+ 
O O 
e F 
| C__A 
Cile COo vi 
ca Ha 
2 
INCH o Va NTOH= 0 
H O H O 
Glutammato Carbossiglutammato 


Questa reazione richiede CO,, O, e la forma ri- 
dotta, idrochinonica, della vitamina K, che nel cor- 
so della reazione viene ossidata alla forma chinoni- 
ca. Reduttasi NADPH-dipendenti riportano la vita- 
mina K_ alla forma ridotta funzionale; alcuni farma- 
ci, quali la warfarina (farmaco anticoagulante) ed 
alcuni antibiotici (cefalosporine) inibiscono questo 
processo riduttivo. Il Gla ha due cariche negative 
che gli conferiscono grande capacità di legare ioni 
Ca *; pertanto la vitamina K è necessaria per la fun- 
zionalità di alcuni processi calcio-dipendenti. 


Funzioni. 

Proteine della coagulazione del sangue. La vita- 
mina K è un fattore necessario per il normale pro- 
cesso di coagulazione (K è in lingua tedesca l’inizia- 
le di “coagulazione”’). L’'avitaminosi K si manifesta, 
infatti, con allungamento del tempo di coagulazione 
del sangue. Più particolarmente la vitamina K è ne- 
cessaria per la maturazione post-sintetica della pro- 
trombina e dei fattori VII, IX e X (vedi coagulazio- 
ne del sangue nel Capitolo “Biochimica del san- 
gue”). Per quanto riguarda ad esempio la protrombi- 
na, la carbossilazione di alcuni suoi residui di acido 
glutammico, siti nel segmento N-terminale della ca- 
tena polipeptidica, conferisce a questo fattore la ca- 
pacità di legare Ca°* e conseguentemente di forma- 
re il complesso attivo: ‘“proteina-calcio-fosfolipidi 
piastrinici”. A comprova di quanto sopra, è stato di- 
mostrato che la protrombina di animali in avitami- 
nosi K lega un solo Ca?* e non quattro, come quella 
degli animali normali. In carenza di vitamina K, o in 
seguito a somministrazione di farmaci antivitamini- 
ci, la protrombina in circolo è parzialmente Y-car- 
bossilata; il suo grado di yY-carbossilazione può esse- 
re usato quale marcatore dello status vitaminico. 

Proteine dell'osso. L’osteocalcina è una proteina 
sintetizzata dagli osteoblasti ed odontoblasti, pre- 


sente esclusivamente nei tessuti calcificati. Contiene 
tre Gla per proteina, che permettono il legame con 
l’idrossiapatite (da notare che la sintesi della protei- 
na è stimolata dalla vitamina D). Circa il 20% della 
proteina neosintetizzata viene rilasciata in circolo; 
pertanto il livello sierico di osteocalcina è usato qua- 
le marcatore di neoformazione ossea. 


Metabolismo. Le forme naturali di vitamina K 
richiedono sali biliari per il loro assorbimento e 
vengono trasportate in circolo legate a VLDL, 
LDL, HDL. Il menadione ed altri analoghi idroso- 
lubili della vitamina K vengono assorbiti dall’inte- 
stino anche in assenza di sali biliari ed entrano di- 
rettamente nel circolo sanguigno. Il fegato ha riser- 
ve (per il 90% di vitamina K;) sufficienti per una 
decina di giorni. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La vitamina K, 
è presente nei vegetali, soprattutto in spinaci, cavo- 
li e pomodori. La vitamina K, che è di origine bat- 
terica, nell’uomo viene sintetizzata dalla flora inte- 
stinale in quantità sufficiente a coprirne il fabbiso- 
gno. Una deficienza di vitamina K. si manifesta nel- 
l’insufficienza biliare, che limita l’assorbimento in- 
testinale della vitamina, o nelle alterazioni della flo- 
ra intestinale, quali si hanno nelle malattie intesti- 
nali o in caso di assunzione di antibiotici. In tali ca- 
si la dose giornaliera di menadione, che previene al- 
terazioni della coagulazione del sangue, è di 150 
ug. In condizione di normalità il fabbisogno giorna- 
liero di vitamina K per l’adulto è di 90-120 ug. 

Una deficienza fisiologica di vitamina K si verifi- 
ca nel neonato, sia perché la placenta materna è scar- 
samente permeabile a questa vitamina, sia perché 
l’intestino del neonato, pressoché sterile, non possie- 
de la flora batterica che la sintetizza. Per ovviare a 
questa condizione di deficienza, che caratterizza i 
primi 10 giorni di vita dell’uomo e che si può mani- 
festare con la sindrome emorragica del neonato, è 
uso somministrare al neonato 1-2 ug di menadione. 


Antivitamina K. Analoghi strutturali della vitami- 
na K, quali il dicumarolo e la warfarina, esplicano 
azione antivitaminica K, in quanto deprimono la ma- 
turazione epatica della protrombina e delle altre pro- 
teine della coagulazione, dipendenti da vitamina K: 


OH OH 
le CHo gr 

O O 
O O 


3,3 -metilenbis-4-idrossibenzopirone 
(dicumarolo) 


>» 


® l’acido 
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L’introduzione di questi antagonisti dà luogo ad 
una condizione di predisposizione alle emorragie. 
Tuttavia la loro somministrazione controllata riduce 
il processo coagulativo senza inibirlo drasticamen- 
te. Per questo gli antagonisti della vitamina K. tro- 
vano impiego terapeutico nel trattamento e nella 
profilassi della trombosi e di altre condizioni pato- 
logiche che implicano accentuata tendenza alla co- 
agulazione intravasale. 


Acidi grassi essenziali (Vitamina F) 


Le piante hanno la capacità di sintetizzare gli 
acidi grassi a 18 atomi di carbonio ©6 ed ©3 (anche 
denominati n-6 ed n-3): acido linoleico (@6) ed aci- 
do a-linolenico (@3). 


CH3-(CHo)4-CH=CH-CHs-CH=CH-(CH;),-COOH 
acido linoleico (18:2c1s06,9) 


CH3-CHo-CH=CH-CHs-CH=CH-CH;-CH=CH- 
(CHo)7-COOH 
acido a-linolenico (18:3c1s03,6,9) 


Da questi acidi grassi, che sono essenziali per 
l’uomo, derivano, per allungamento e desaturazio- 
ne della catena in posizione A° e A°, una serie di li- 
pidi di importanza biologica. I principali derivati 
sono l’acido arachidonico (@6, C20:4cisA°8:11,14), 
elcosapentaenoico (EPA 03, 
C20:ScisA>3:1114.17) e l’acido docosaesaenoico 
(DHA, w3, C22:6cis A1:7:10:13,16,19), 

L’acido linoleico viene incorporato nei fosfolipi- 
di dei tessuti periferici e dei depositi adiposi e costi- 
tuisce una forma di riserva per la sintesi dei suoi de- 
rivati. L'acido a-linolenico è invece scarsamente in- 
corporato nei fosfolipidi, è quindi preferenzialmente 
indirizzato verso l’ossidazione ed, inoltre, è poco 
presente nella dieta di tipo occidentale, sbilanciata 
verso gli ©6; pertanto i derivati dell’acido a-linole- 
nico, ed in particolare il DHA, si possono considera- 
re nutrienti “condizionatamente essenziali”. 


Funzioni. 

Gli acidi grassi essenziali ed i loro derivati han- 
no diverse funzioni: 

- Ruolo strutturale nei fosfolipidi di membrana 
dove modulano le proprietà di recettori, canali ioni- 
ci e trasportatori. Il DHA, che aumenta la fluidità di 
membrana, ha una specifica localizzazione nel si- 
stema nervoso e nelle cellule fotorecettrici coni e 
bastoncelli; questa localizzazione spiega l’interesse 
verso il ruolo del DHA nello sviluppo neurologico 
fetale e neonatale, nonché sulle capacità cognitive 
dell’anziano. 
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- Mediatori lipidici nella trasduzione del segna- 
le. L'acido arachidonico e l’EPA sono i substrati per 
la biosintesi degli eicosanoidi (prostaglandine, 
trombossani, leucotrieni) rispettivamente della serie 
06 ed ©3. I derivati della serie ©6 hanno funzione 
pro-aggregante e pro-infiammatoria, mentre 1 deri- 
vati della serie 03 hanno funzione anti-aggregante 
ed anti-infiammatoria. Gli eicosanoidi ©3 migliora- 
no l’emodinamica ed inibiscono la trombogenesi; si 
ritiene pertanto che abbiano un ruolo nella preven- 
zione delle malattie cardiovascolari e delle malattie 
cerebrovascolari senili quali la sindrome di 
Alzheimer e di Parkinson. 

- Regolatori dell'espressione genica. Gli acidi 
grassi poliinsaturi nel complesso funzionano da li- 
gandi di fattori di trascrizione; in particolare, a li- 
vello epatico, funzionano da attivatori dei PPARA 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor @), 
che inducono la trascrizione dei geni per gli enzimi 
lipolitici e sono inibitori degli SRE-BP (Sterol 
Responsive Element-Binding Protein) che induco- 
no la trascrizione di geni per gli enzimi della lipo- 
genesi (acidi grassi e colesterolo). Quindi hanno 
una doppia azione, favorendo la lipolisi ed inibendo 
la lipogenesi; sono pertanto candidati per la gestio- 
ne dietetica dell’iperlipidemia. 


Fonti alimentari e fabbisogno. Per quanto ri- 
guarda la serie ©6, l’acido linoleico si trova nell’o- 
lio di mais, di girasole e di soia, mentre l’acido ara- 
chidonico è abbondante nella carne e nelle uova. 
Per quanto riguarda la serie @3, l’acido a-linoleni- 
co si trova nell’olio di germe di grano e di soia, nel- 
le noci e nei legumi; costituisce il 50% degli acidi 





ascorbato 


acido ascorbico 


pK_ = 4,2 


Figura 8.8 Le differenti forme dell’aci- 
do ascorbico 


grassi dell’olio dei semi di lino, che è pertanto usa- 
to nella preparazione di supplementi. I derivati ©3 
EPA e DHA si trovano nel pesce grasso (salmone, 
tonno, sardine, trota), negli oli di pesce, nei frutti di 
mare; la quantità dipende dalla catena alimentare e 
dal fitoplancton all’origine. Nell’adulto, gli acidi 
grassi polinsaturi dovrebbero apportare circa il 7% 
delle calorie totali della dieta con un rapporto 
06/03 di 5 ad 1 (Linee Guida INRAN, 2003). 


LE VITAMINE IDROSOLUBILI 


Acido L-ascorbico (vitamina C) 


Chimica. L'acido L-ascorbico (ascorbato, vita- 
mina C) è un lattone a 6 atomi di C sintetizzato da 
molti animali a partire dal glucosio. I mammiferi lo 
sintetizzano nel fegato, mentre rettili ed uccelli lo 
sintetizzano nel rene. L'uomo, alcune scimmie e pi- 
pistrelli sono incapaci di sintetizzare l’ascorbato a 
causa della mancanza dell’enzima gu/onolattone 
ossidasi, enzima terminale della via biosintetica; il 
DNA codificante per l’enzima ha subìto mutazioni 
sostanziali che non permettono la produzione della 
proteina. Per l’uomo e per questi animali /’'ascorba- 
to è quindi un nutriente essenziale. 

La natura acida dell’acido ascorbico dipende 
dalla dissociazione dell’OH enolico legato al C-2 
(pK, = 4,2), per cui la molecola a pH fisiologico si 
trova nella forma di anione monovalente, ascorbato 
Fig. 8.8). La vitamina C è un sistema redox forma- 
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to dall’ascorbato, dal radicale ascorbile (AFR) e 
dalla forma ossidata deidroascorbato. L’ascorbato è 
un riducente monoelettronico e si ossida ad AFR, ra- 
dicale relativamente stabile che previene la forma- 
zione di radicali più dannosi. Il potenziale redox del- 
la coppia AFR/ascorbato è più basso di quello della 
maggior parte dei sistemi redox biologici e pertanto 
funziona da antiossidante verso molti sistemi. 


Fonti alimentari e metabolismo. L’ascorbato è 
ampiamente presente nella frutta e nei vegetali in 
generale. Le piante, infatti, sintetizzano ed usano 
ascorbato per eliminare 1’ H,0O, tramite l’enzima 
ascorbato perossidasi, che svolge un ruolo analogo 
a quello della glutatione perossidasi nel regno ani- 
male (la formazione di H,0, è una conseguenza 
inevitabile della produzione di O, dalla fotosintesi). 
L’ascorbato è captato attraverso frasportatori speci- 
fici Na*-dipendenti, SVCTI e SVCT2. SVCTI è lo- 
calizzato a livello dell’intestino, rene e fegato, ed è 
responsabile dell’assorbimento intestinale e del ri- 
assorbimento renale. SVCT2 è ubiquitario: è la for- 
ma presente nelle cellule nervose, endoteliali ed en- 
docrine, e permette l’accumulo intracellulare della 
vitamina (1-10 mM). Anche la forma ossidata dei- 
droascorbato viene importata tramite un trasporto 
facilitato, che si avvale dei trasportatori del gluco- 
sio GLUT. Nella sua funzione di riducente monoe- 
lettronico, l’ascorbato si ossida a radicale AFR, che 


viene prontamente riconvertito nella forma ridotta * 


da vari sistemi reduttasici, prevalentemente di 
membrana (ubichinone, sistema citocromo bS5-cito- 
cromo b5 reduttasi, tioredossina reduttasi). In pre- 
senza di stress ossidativo (ad esempio per l’aumen- 
tata attività di neutrofili e di macrofagi), l’AFR può 
andare incontro a dismutazione, generando ascor- 
bato e deidroascorbato; il deidroascorbato, importa- 
to tramite i GLUT, viene anch’esso rigenerato ad 
ascorbato mediante riduzione bi-elettronica da par- 
te di sistemi glutatione-dipendenti e NADPH-di- 
pendenti. L'organismo ha pertanto efficienti sistemi 
di riciclaggio e salvataggio della vitamina, partico- 
larmente importanti in caso di carente apporto die- 
tetico. Se non viene riciclato, il deidroascorbato va 
rapidamente incontro ad idrolisi spontanea ed irre- 
versibile con formazione dell’acido 2,3-dichetogu- 
lonico, che viene prevalentemente catabolizzato ad 
ossalato a sua volta escreto con le urine. Il ruolo dei 
GLUT nella captazione e riciclo del deidroascorba- 
to è uno dei motivi per cui nel diabete lo status del- 
la vitamina C può essere compromesso. 


Funzioni 


Cofattore enzimatico. Gli enzimi che richiedono 
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ascorbato sono monoossigenasi (incorporano un 
singolo atomo di ossigeno nel substrato) o diossige- 
nasi (incorporano entrambi gli atomi dell’ossigeno 
molecolare) che partecipano alla biosintesi del col- 
lagene, della carnitina, della nor-adrenalina. In mol- 
te di queste reazioni l’ascorbato promuove l’attività 
dell’enzima mantenendo gli ioni metallici, anch’es- 
si cofattori, nella loro forma ridotta. 

Tre diossigenasi (proli! 4-idrossilasi, prolil 3- 
idrossilasi e lisil idrossilasi) sono implicate nella 
sintesi del collagene. Queste idrossilazioni sono 
processi post-sintetici che permettono la formazio- 
ne di legami crociati intercatena, necessari per la 
caratteristica struttura a tripla elica del collagene. 
Molti dei sintomi della malattia da carenza (scorbu- 
to) sono attribuibili ad alterazione della biosintesi di 
questa proteina connettivale. Indipendentemente 
dalla sua azione sul collagene, la proli/ 4-idrossila- 
si ha un ruolo regolatorio sul ‘fattore trascrizionale 
indotto dall’ipossia”, HIF@; in carenza di ossigeno 
HIFo induce l’espressione di geni tra cui quello 
dell’eritropoietina, mentre, in condizioni di nor- 
mossia, HIFo viene idrossilato e soggetto a degra- 
dazione proteasomica. 

Due diossigenasi ascorbato-dipendenti sono co- 
involte nella biosintesi della carnitina: la 6-N-trime- 
til-L-lisina idrossilasi e la yY-butirrobetaina idrossi- 
lasi. L'enzima 4-idrossifenilpiruvato diossigenasi, 
pure ascorbato dipendente, è coinvolto nel catabo- 
lismo della tirosina, catalizzando la conversione del 
4-idrossifenilpiruvato ad acido omogentisinico. 

L’ascorbato è anche cofattore di due monoossi- 
genasi rame-dipendenti: la dopamina B-idrossilasi, 
che trasforma la dopamina in nor-adrenalina, e la 
peptidilglicina monoossigenasi, usata nell’ammida- 
zione, e quindi nell’attivazione, di ormoni peptidici 
(l’ammidazione del gruppo carbossi-terminale è 
mediata dalla glicina, che a sua volta si trasforma in 
gliossilato, H-CO-COOY). 


Funzioni non coenzimatiche. Essendo un dona- 
tore di elettroni, la vitamina C ha anche funzioni ri- 
duttive non legate ad attività di enzimi. Il basso po- 
tenziale redox della coppia AFR/ascorbato permet- 
te alla vitamina di funzionare da antiossidante ver- 
so molti sistemi, inclusi il radicale a-tocoferile, lo 
ione superossido, il radicale dell’urato; tale azione è 
svolta sia a livello cellulare che plasmatico contri- 
buendo alla protezione dei lipidi di membrana e 
delle LDL. L’ascorbato stimola la sintesi dell’ossi- 
do nitrico endoteliale (1'’NO®° è un agente vasodila- 
tatore), contribuendo a mantenere nella forma ridot- 
ta la tetraidrobiopterina, cofattore della NO sintasi; 
questa attività contribuisce ulteriormente all’azione 
protettiva sul sistema vascolare. A livello dell’appa- 
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rato digerente la vitamina C impedisce la formazio- 
ne di composti mutageni, quali nitrosamine: un ri- 
dotto rischio di cancro gastrico è stato associato a 
questa sua azione protettiva. La vitamina C è im- 
portante per /'assorbimento del ferro inorganico, 
poiché lo mantiene nello stato ferroso, forma solu- 
bile e quindi biodisponibile (a differenza della for- 
ma ferrica che genera ossidi non assorbibili). Infine 
è stato recentemente evidenziato che l’ascorbato 
può regolare /’espressione di diversi geni, tra cui 
quelli per il pro-collagene di tipo1, l’apoliproteina 
E, la transferrina e la tirosina idrossilasi, suggeren- 
do un nuovo meccanismo molecolare d’azione per 
la vitamina C. 


Fabbisogno e valutazione dello stato nutrizio- 
nale. Lo stato nutrizionale in vitamina C può esse- 
re valutato tramite la sua concentrazione plasmati- 
ca. I valori di 34-45 umol/1 sono l’ambito della nor- 
ma; una concentrazione inferiore a 11 umol/l è in- 
dice di carenza. L’ambito della norma si ottiene con 
l’assunzione di 60 mg/die nell’adulto. I fumatori 
necessitano di un’assunzione addizionale valutata 
sui 35 mg/die. 


Carenza. Il mancato accesso a frutta ed ortaggi 
freschi (il calore e l’ossigeno promuovono l’ossida- 
zione dell’ascorbato), e la conseguente mancata as- 
sunzione di vitamina C, può portare allo scorbuto 
che, se non trattato, risulta alla fine fatale. Sintomi 
dello scorbuto sono affaticamento, debolezza mu- 
scolare, edema, emorragie sottocutanee, intramu- 
scolari e cerebrali, ritardo nella cicatrizzazione di 
ferite; buona parte di questi sintomi sono ricollega- 
bili a degenerazione del tessuto connettivo. Nel 
bambino il processo di ossificazione risulta alterato. 
In passato la carenza vitaminica era ampiamente 
diffusa in Europa soprattutto nel periodo invernale 
e lo scorbuto causò la perdita quasi totale di equi- 
paggi impegnati nei lunghi viaggi di navigazione. 
Tuttavia, il rischio di carenza è presente anche ai 
nostri giorni, in quanto non tutti assumono abitual- 
mente quantità adeguate di vegetali freschi. 


Tossicità. Alte dosi di vitamina (fino a 1-2 g/die) 
sono ben tollerate da individui sani, ma possono ag- 
gravare situazioni in cui si ha un elevato assorbi- 
mento di ferro, quale emocromatosi, o un suo accu- 
mulo da trasfusione, come nelle talassemie. La vita- 
mina C promuove la riduzione del Fe'* a Fe*?; il 
ferro ferroso reagisce con l’ossigeno molecolare 
con formazione di radicali e conseguente stress 0s- 
sidativo (azione pro-ossidante). Alte dosi di ascor- 


bato portano ad un’aumentata escrezione di ossala- 
ti, che insieme agli urati, potrebbero promuovere la 
formazione di calcoli renali. 


LE VITAMINE B ED I LORO 
COENZIMI 


In genere le vitamine B esplicano la loro azione 
fisiologica solo dopo essere state trasformate nel- 
l'organismo nei corrispondenti coenzimi; questi, in 
associazione con proteine (apoenzimi), costituisco- 
no gli enzimi funzionali (oloenzimi): 


oloenzima 5 apoenzima + coenzima 


Nella Tabella 8.II sono elencati i coenzimi deri- 
vati dalle vitamine del complesso B. 

Poiché queste vitamine compiono la loro funzio- 
ne metabolica solo se previamente trasformate nei 
corrispondenti coenzimi, alterazioni metaboliche 
possono originare, oltre che per carenza alimentare 
di questi fattori, anche per un’inadeguata capacità 
dell’organismo a convertire le vitamine libere nei 


,coenzimi. 


Tutte le alterazioni metaboliche che conseguono 
a deficienza di una o più vitamine del gruppo B 
possono ricondursi ad alterazioni della funzionalità 
dei sistemi enzimatici nei quali le vitamine entrano 
come cofattori. Tuttavia, non sempre è possibile 
correlare i sintomi clinici da carenza vitaminica con 
le reazioni enzimatiche nelle quali le vitamine inter- 
vengono. 


Tabella 8.II 


| coenzimi derivanti dalle vitamine B. 








Riboflavina (Vitamina B)) 


Chimica. La riboflavina è la 7,8-dimetil-N,10- 
(1’-D-ribitil)isoallossazina; “ribo” fa riferimento 
alla catena laterale del ribitolo, alcol derivato dalla 
riduzione del ribosio, e ‘flavina” è sinonimo di 
isoallossazina sostituita. E una sostanza giallo-ver- 
de, intensamente fluorescente alla luce ultravioletta, 
fotolabile: 


OH OH OH 
2l sl dal s 


CAS ribitolo 


HaC N 
9 4° 10 FA =0 7,8-dimetil- 
7 | I isoallossazina 
NG 5 _—rT4 XN 
H3C N fi 
O 
riboflavina 


Coenzimi. La riboflavina, analogamente alla 
niacina, è essenziale per la biosintesi di coenzimi 
coinvolti in reazioni di ossido-riduzione. I coenzimi 
derivati dalla riboflavina sono la riboflavina-5’-fo- 
sfato, comunenemente denominata flavinmononu- 
cleotide (FMN) ed il flavinadenindinucleotide 


(FAD) (Fig. 8.9). Gli enzimi che contengono l’uno‘ 


o l’altro dei coenzimi flavinici sono denominati en- 
zimi flavinici; in essi il FMN o il FAD sono legati 
alla porzione proteica, in genere tramite legami i0- 
nici o idrofobici, ed in qualche caso tramite un le- 
game covalente che coinvolge il sostituente in posi- 
zione 8 (ad esempio, nella succinato deidrogenasi 
della membrana mitocondriale interna). Gli atomi 
di N in posizione 1 e 5 del FMN e del FAD costitui- 
scono la sede del processo ossido riduttivo. 

Biosintesi. Il FMN si forma per fosforilazione 
della riboflavina a spese dell'ATP, per azione della 
flavochinasi: 


riboflavina + ATP + FMN + ADP 


Il FAD si forma per adenilazione dell’FMN, rea- 
zione catalizzata dalla FAD sintetasi: 


FMN + ATP è FAD + PPi (pirofosfato) 


Funzioni. I coenzimi flavinici FAD e FMN par- 
tecipano a molte reazioni ossidoriduttive del meta- 
bolismo dei carboidrati, dei lipidi e delle proteine, 
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HgC 


H3C 





flavina ossidata (FMN, FAD) 


2H+ + 2e7 9H+ + De- 





flavina ridotta (FMNH,, FADH.) 


quali la deidrogenazione dell’acido succinico, la 
deidrogenazione dell’acil-CoA, la decarbossilazio- 
ne ossidativa dell’acido piruvico ed il trasporto de- 


gli elettroni nella catena respiratoria. La vitamina 


B, è coinvolta anche nel metabolismo di altre vita- 
mine, come la piridossina, la niacina e l’acido foli- 
co, per cui una sua carenza può determinare caren- 
ze secondarie delle altre vitamine. Gli enzimi coin- 
volti in questi processi sono la piridossina-5 '-fosfa- 
to-ossidasi FMN-dipendente (conversione della vi- 
tamina Bg nella sua forma coenzimatica, piridossal- 
fosfato), la chinurenina mono-ossigenasi FAD-di- 
pendente (biosintesi della niacina a partire dal trip- 
tofano), la metilentetraidrofolato reduttasi FAD-di- 
pendente (vedi folato). La vitamina B, svolge, inol- 
tre, un ruolo importante nelle difese antiossidanti 
dell’organismo partecipando come coenzima nella 
protezione dai danni indotti dalle specie reattive 
dell’ossigeno. I sistemi enzimatici antiossidanti di- 
pendenti dai coenzimi flavinici sono la glutatione 
reduttasi (enzima che partecipa al ciclo redox del 
glutatione, un componente intracellulare ad elevata 
capacità antiossidante) e la xantina ossidasi (enzi- 
ma che catalizza l’ossidazione di ipoxantina /xanti- 
na ad acido urico, uno dei più efficaci antiossidanti 
idrofilici del sangue). La carenza di riboflavina è 
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Figura 8.9 Struttura dei coenzimi flavinici (FMN e FAD) 





stata, Infatti, associata ad un aumento dello stress 
ossidativo. 


Fonti alimentari e fabbisogno. L’ampia diffu- 
sione della riboflavina negli alimenti sia di origine 
animale che vegetale spiega la rara insorgenza di 
una sua carenza alimentare. Il fabbisogno dell’uo- 
mo adulto è stimato intorno a 1,5 mg/die. 


Carenza. La carenza della vitamina nell’uomo 
non ha specifici segni caratteristici come avviene 
per altre vitamine, ad esempio l’acido ascorbico e la 
vitamina PP. Nello stato iniziale la carenza di vita- 
mina B, si manifesta con senso di debolezza e fati- 
ca, mentre nello stato più avanzato si evidenziano 
cheilosi (lesioni alle labbra), stomatite angolare (ra- 
gadi e macerazione in corrispondenza delle com- 
messure labiali), dermatite, vascolarizzazione cor- 
neale ed anemia. Il rischio di carenza vitaminica è 


presente in caso di ipotiroidismo, poiché gli ormo- 
ni tiroidei favoriscono la conversione della flavo- 
chinasi nella forma attiva. La vitamina B, è un 
composto fotolabile; per questo i neonati con iper- 
bilirubinemia, trattati con fototerapia, necessitano 
di supplementazione durante il trattamento. 


Stato nutrizionale. Viene valutato saggiando 
l’attività glutatione reduttasica degli eritrociti. 


Niacina, nicotinammide (Vitamina 
PP o vitamina B3) 


La niacina o acido nicotinico (acido piridin-3- 
carbossilico) e la sua ammide (nicotinammide) han- 
no entrambe attività vitaminica. La forma presente _ 
nei coenzimi è la nicotinammide; l’ acido nicotini- 


| mide nell’organismo, ne è il precursore. 





acido nicotinico nicotinammide 


Coenzimi. La nicotinammide è il costituente es- 
senziale dei cofattori nicotinammide adenindinu- 
cleotide (NAD*) e nicotinamide adenindinucleotide 

fosfato (NADP*), indicati complessivamente come 
coenzimi piridinnucleotidici (Fig. 8.10). 

Il NAD'* ed il NADP' sono dinucleotidi in quan- 
to costituiti da un mononucleotide, 1° AMP, legato 
ad un altro mononucleotide che ha la nicotinammi- 
de come base eterociclica: di qui la loro denomina- 
zione. Più di 200 enzimi utilizzano il NAD' e/o il 
NADP' in reazioni che implicano un trasferimento 
di elettroni. 
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Nei processi ossidoriduttivi il NAD' ed il 
NADP* vengono alternativamente ossidati e ridotti 
in corrispondenza della nicotinammide, che ne co- 
stituisce il centro attivo secondo il seguente equili- 
brio: 


H 
H_ HH 
O O 

Z7T-CENH, +2H SÉ NH, + H' 
D+ 

ES i 

R 
NADP* NADPH 


Dei due atomi di H ceduti dal substrato ossida- 
bile, due elettroni ed un protone (cioè uno ione idru- 
ro H°) si legano all’anello piridinico del NAD', o 
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Figura 8.10 I coenzimi piridinnucleotidici allo stato ossidato (NAD* e NADP*) 
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del NADP*, mentre il restante protone H* viene ri- 
lasciato nel mezzo. 
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Pertanto, se la reazione di riduzione ha luogo in 
un mezzo non tamponato, il pH diminuisce. Le si- 
gle dei due coenzimi nello stato ossidato portano il 
segno + per indicare la carica positiva dell’anello 
piridinico; nello stato ridotto vengono abbreviati 
con le sigle NADH e NAD(P)H. 

Una proprietà peculiare e di notevole importan- 
za pratica dei coenzimi piridinici è la loro capacità 
di assorbire le lunghezze d’onda intorno ai 340 nm 
nello stato ridotto, ma non nello stato ossidato. Ciò 
risulta dagli spettri di assorbimento riportati nella 
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Fig. 8.11; si può osservare che, mentre il picco di 
assorbimento intorno ai 270 nm (dovuto alla por- 
zione adenosinica) è presente in entrambi gli strati 
ossido-riduttivi dei coenzimi, il picco intorno ai 
340 nm è tipico dello stato ridotto. 

Il differente comportamento spettrofotometrico 
a 340 nm riflette il diverso assetto elettronico del- 
l’anello piridinico in base allo stato redox. La misu- 
ra dell’assorbimento della luce a 340 nm consente 
di seguire il decorso delle reazioni catalizzate da 
deidrogenasi NAD(P)* dipendenti e costituisce la 
base per la determinazione di molti enzimi e meta- 
boliti in chimica clinica. 


Biosintesi. La niacina è sintetizzata a partire 
dall’acido chinolinico. Nei mammiferi il triptofano 
è una fonte di acido chinolinico, che viene poi con- 
vertito ad acido nicotinico ribonucleotide. 
Nell’uomo la biosintesi di nicotinammide dall’am- 
minoacido essenziale triptofano è una via importan- 
te per soddisfare le richieste di niacina. È stato cal- 
colato che 1 mg di vitamina può essere ottenuto a 
partire da 60 mg di triptofano. L'efficienza della 
conversione dipende da fattori nutrizionali ed or- 
monali. Una carenza di vitamina Bg, riboflavina e 
ferro, cofattori degli enzimi responsabili della bio- 
conversione, ne diminuiscono  l’efficienza. 
Aumentati livelli di nicotinammide si hanno nelle 
donne in gravidanza, poiché gli estrogeni stimolano 
l'enzima chiave della biosintesi, la friptofano dios- 
sigenasi. 


La biosintesi dei nucleotidi può partire dall’aci- 
do nicotinico, dall’acido chinolinico o direttamen- 
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Figura 8.11 Spettri di assorbimento del NAD+ e del NADH 
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Figura 8.12 Interconnesioni metaboliche fra le forme vitaminiche e coenzimatiche della niacina 


Glu glutammato, Gin glutammina, NaMN acido nicotinico mononucleotide, NMN nicotinammide mononucleotide, 
PRPP 5’fosforibosil-1-pirofosfato, PPi pirofosfato, (1a): nicotinammide fosforibosiltransferasi; (1b): acido nicotinico fo- 
sforibosiltransferasi; (10): acido chinolinico fosforibosiltransferasi; (2a): NMNadeniltransferasi; (2b): NaMN adeniltran- 
sferasi; (3): ammino transferasi; (4): NAD chinasi; (5): nicotinammideaminasi; (6): ADP-ribosiltransferasi. 


te dalla nicotinammide (Fig. 8.12). La prima tappa 
consiste nel trasferimento del ribosio-5-fosfato dal 
5-fosforibosil-1 pirofosfato (PRPP) su ciascuno de- 
gli accettori con formazione dei corrispondenti nu- 
cleotidi (NaMN, NMN della figura) ad opera della 
fosforibosiltransferasi, di cui sono presenti diverse 
isoforme: nicotinammide fosforibosiltransferasi, 
acido nicotinico fosforibosiltransferasi e chinolina- 
to fosforibosiltransferasi. La NaMN può provenire 
dal triptofano via chinolinato: durante questa rea- 
zione il chinolinato va incontro a decarbossilazione. 
Il NaMN e I’NMN vengono quindi trasformati nei 
corrispondenti adenildinucleotidi, NAD' e deam- 
mido-NAD'*, dall’intervento di adeniltransferasi 
che utilizzano ATP quale donatore del gruppo ade- 
nilico. Successivamente una ammino transferasi 
catalizza l’amidazione del deamido-NAD* in una 
reazione ATP-dipendente, con intervento di glutam- 
mina che si trasforma in acido glutammico. 


Infine una chinasi fosforila il NAD* a NADP* a 
spese dell’ ATP che si trasforma così in ADP. 

Ulteriori vie metaboliche sono la deaminazione 
idrolitica del nicotinammide in acido nicotinico, ca- 
talizzata da una deaminasi, e il distacco di ADP-ri- 
bosio dal NAD operato da una ADP-ribosiltransfe- 
rasi. I reciproci livelli di NAD', NADH e nicotina- 
mide sono legati allo stato energetico della cellula e 
fluttuano in diverse condizioni metaboliche ed in 
diversi tessuti. 


Funzioni 


Reazioni di deidrogenazione ed idrogenazione. I 
coenzimi piridinici funzionano in numerosi sistemi 
redox di tipo deidrogenasi/reduttasi; essi includono 
la conversione di alcoli ad aldeidi o chetoni, di al- 
dedi ad acidi, di emiacetali a lattoni, e di alcuni am- 
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minoacidi a chetoacidi. Un’ulteriore generalizza- 
zione è che la maggior parte degli enzimi NAD*-di- 
pendenti sono coinvolti in reazioni cataboliche, 
mentre i sistemi NADP*-dipendenti sono più comu- 
nemente usati in vie biosintetiche riduttive. A/cuni 
metaboliti deidrogenati dal NAD* sono: la gliceral- 
deide 3-fosfato (nella glicolisi), il lattato (nella gli- 
colisi anaerobica), il piruvato (nella glicolisi aero- 
bica), l'etanolo (nella detossificazione epatica), il 
3-idrossibutirrato (nel metabolismo dei corpi che- 
tonici), l’o-chetoglutarato (nel ciclo di Krebs). Il 
NADH, generatosi da queste reazioni, in genere do- 
na i suoi elettroni a coenzimi flavinici nella catena 
respiratoria mitocondriale. Il NADPH è utilizzato 
nella biosintesi degli acidi grassi e del colesterolo. 
Il NADPH svolge inoltre un ruolo fondamentale 
nella difesa dallo stress ossidativo, mantenendo gli 
antiossidanti endogeni (come il glutatione) ed eso- 
geni (come la vitamina C) nella loro forma ridotta, 
e nei processi di detossificazione, facendo parte 
della catena redox microsomiale del sistema cit 
P450. 

Funzioni non coenzimatiche. Il NAD* partecipa 
ad importanti reazioni che non sono di ossido-ridu- 
zione. E il substrato di enzimi che scindono il lega- 
me p-N-glicosidico del NAD* con liberazione di ni- 


cotinammide libera; il gruppo ADP-ribosio viene® 


trasferito su specifiche’ proteine’ (A4DP- 
ribosilazione). Questa funzione del NAD* deriva 
dalla presenza nella sua molecola di due legami ric- 
chi di energia: 1) il legame anidridico del gruppo pi- 
rofosforico, che unisce AMP e fosforibosilnicoti- 
nammide; 2) il legame glicosidico fra ribosio ed 
azoto quaternario della nicotinammide. 
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Due classi di enzimi, poli(ADP-ribosio)polime- 
rasi (PARP) e mono-ADP-ribosiltransferasi, cata- 
lizzano il trasferimento dell’ADP-ribosio alle pro- 
teine. Le proteine poliADP-ribosilate intervengono 
nei meccanismi di replicazione e riparo del DNA, 
come pure in processi cellulari, quali il differenzia- 
mento e l’apoptosi. Le mono-ADP-ribosiltransfera- 
si intervengono nella trasduzione del segnale modu- 


lando l’attività delle proteine G. Una terza classe di 
enzimi (ADP-ribosilciclasi) catalizza la formazione 
di ADP-ribosio ciclico, che provoca il rilascio di 
calcio dai depositi intracellulari, svolgendo pertan- 
to un probabile ruolo nelle cascate di segnalazione 
cellulare. Il NAD* è anche necessario per l’attività 
di protein deacetilasi, denominate “silent informa- 
tion regulator” o sirtuine. La loro azione origina 
proteine deacetilate, 2-O-acetil-ADP-ribosio e ni- 
cotinammide. La deacetilazione di alcune proteine 
chiave regola la trascrizione di geni implicati nel 
metabolismo energetico e nella longevità. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La niacina è am- 
piamente presente in alimenti di origine animale e 
vegetale. Buone fonti sono la carne, i cereali ed i le- 
gumi; anche latte, pesce, vegetali verdi, té e caffé 
contengono quantità apprezzabili di vitamina (la to- 
statura del caffè verde converte l’acido 1-metil ni- 
cotinico in acido nicotinico). La niacina è presente 
sotto forma di nucleotidi NAD*' e NADP* che du- 
rante la preparazione dei cibi possono andare incon- 
tro ad idrolisi. La niacina nelle piante è legata a car- 
boidrati complessi, ed in minor quantità a peptidi, 
che ne diminuiscono la biodisponibilità. Il fabbiso- 
gno di vitamina PP dell’uomo adulto è di circa 20 
mg al giorno; la dose consigliata è facilmente forni- 
ta da una dieta variata. 


Carenza. Lo stato più avanzato di carenza è la 
pellagra (donde la sigla PP = Previene Pellagra), 
caratterizzata da dermatite, alterazione del sistema 
digestivo e del sistema nervoso (dermatite, demen- 
za e diarrea; per questo motivo è anche definita-ma- 
lattia delle tre ‘“d’’). La dermatite, che è l’espressio- 
ne più precoce e caratteristica della pellagra (“pelle 
agra”), consiste in un ispessimento ed annerimento 
della pelle in corrispondenza delle parti general- 
mente esposte alla luce. Questa malattia fece la sua 
comparsa in Europa nel 1700 con l’ampia diffusio- 
ne della coltivazione di mais che divenne la princi- 
pale fonte alimentare (polenta) per le classi povere. 
Questo cereale contiene tra i componenti proteici la 
zeina, poverissima di triptofano; inoltre, pur conte- 
nendo un’apprezzabile quantità di niacina, questa si 
trova in forma non biodisponibile, esterificata a car- 
boidrati. E interessante notare che la pellagra era 
sconosciuta nel Messico e nell’America Centrale 
dove pure il mais era una importante fonte dietetica 
per le popolazioni povere; il pre-trattamento alcali- 
no con idrossido di calcio nella preparazione delle 
tortillas, che aumenta la biodisponibilità della nia- 
cina, spiega questa differenza. 

Il trattamento con un farmaco anti-tubercolosi, 
l’isoniazide, può indurre carenza di niacina. 





Stato nutrizionale. Tale stato può essere valuta- 
to saggiando l’escrezione urinaria del principale 
metabolita metilato, la N-metilnicotinammide; 
un’escrezione inferiore a 5,8 mmol/die (0,8 mg/die) 
è indice di uno stato carenziale. Un altro parametro 
è il rapporto NAD'/NADP' eritrocitario. Il valore 
medio di questo parametro nel 95% di adulti sani 
della popolazione (statunitense) è di 1,75 (interval- 
lo 1,27-2,23). 


Tiamina (Vitamina B,) 


Chimica. La molecola della tiamina è formata 
da un anello pirimidinico (2,5-dimetil-6-ammino 
pirimidina) ed uno tiazolico (4-metil-5-idrossietil 
tiazolo), legati fra loro da un gruppo metilenico: 
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tiamina pirofosfato (TPP) 


Coenzima. La tiamina si trasforma nel coenzima 
tiamina pirofosfato (TPP) per pirofosforilazione ad 
opera della tiaminapirofosfochinasi: 


Tiamina + ATP > TPP +AMP 


Questa reazione avviene prevalentemente nel fe- 
gato, ma anche gli altri tessuti sono in grado di sin- 
tetizzare la forma biologicamente attiva della vita- 
mina. 


Funzioni. La TPP interviene nella decarbossila- 
zione degli o-cheto acidi con formazione dei deri- 
vati acil-CoA e perdita di CO,; funziona quindi da 
cofattore di enzimi quali la piruvato deidrogenasi, 
o-chetoglutarato deidrogenasi, deidrogenasi degli 
o-chetoacidi a catena ramificata. E pure il cofattore 
della transchetolasi, l'enzima responsabile dell’in- 
terconversione dei pentosi fosfati, intermedi per la 
sintesi del ribosio. La TPP interviene, inoltre, nella 
o-ossidazione degli acidi grassi con sostituenti me- 
tilici in posizione 3 (quale l’acido fitanico, un acido 
grasso derivante dal fitolo, presente nella clorofilla 
ed assunto dall’uomo attraverso il latte e la carne 
dei ruminanti). 

Il centro attivo della TPP è il C-2 dell’anello tia- 


> 
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zolico, che tende a dissociare il protone per forma- 
re un carbanione: 
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Il carbanione attacca, con meccanismo nucleofi- 
lo, il carbonio carbonilico dell’a-chetoacido (acido 
piruvico nell’esempio della Fig. 8.13) che va incon- 
tro, quindi, a decarbossilazione. 


Fonti alimentari e fabbisogno. Le fonti più ab- 
bondanti sono i cereali integrali, la carne (special- 
mente di maiale), le noci ed i legumi. Negli alimen- 
ti la tiamina si trova principalmente sotto forma di 
tiamina pirofosfato. La TPP viene idrolizzata da fo- 
sfatasi e pirofosfatasi, prima di essere assorbita, e 
nel plasma è presente principalmente sotto forma di 
tiamina. 

La dose giornaliera raccomandata per l’adulto è 
di 1,2 mg/die, equivalente alla precedente indica- 
zione di 0,5 mg ogni 1000 kcal introdotte con la 
dieta. Questa dose va aumentata se la dieta è preva- 
lentemente costituita da carboidrati, dato il ruolo 


* della TPP nel metabolismo glucidico. 


Carenza 


Beriberi è il nome indonesiano dato alla malat- 
tia risultante da carenza di vitamina B}. Essa colpi- 
sce generalmente le popolazioni orientali la cui nu- 
trizione è a base di riso brillato, cioè privo della cu- 
ticola. I sintomi coinvolgono principalmente il si- 
stema cardiaco e nervoso. Nella cosiddetta forma 
secca, il beriberi si manifesta con polineurite peri- 
ferica (ischialgia e brachialgia). Il beriberi cosid- 
detto “umido”, oltre che da polineurite, è caratteriz- 
zato da edemi diffusi e insufficienza circolatoria. 
L’alcolismo predispone alla deficienza di tiamina, 
sia perché l’etanolo ne altera l’assorbimento intesti- 
nale, sia perché le lesioni epatiche che ne conseguo- 
no compromettono la conversione della tiamina nel 
suo coenzima. La sindrome encefalopatica di 
Wernicke-Korsakoff, frequentemente associata al- 
l’abuso di alcol e caratterizzata da nistagmo, atas- 
sia, perdita della memoria e stato confusionale, vie- 
ne notevolmente alleviata dalla somministrazione 
di elevate dosi di tiamina. 
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La flora intestinale sintetizza la tiaminasi, che 
demolisce la tiamina nei due anelli costitutivi, inat- 
tivandola. L’iperproduzione di questo enzima da 
parte di una flora intestinale alterata può causare 
deficienza condizionata di tiamina. 


Stato nutrizionale. Viene valutato saggiando 
l’attività transchetolasica eritrocitaria. 


Acido lipoico 


Chimica. È l’acido 6,8-ditioottanoico che può 
esistere nella forma ossidata e ridotta: 
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I due gruppi tiolici -SH possono essere ossidati in 
modo reversibile e formare un ponte disolfuro -S-S-. 








L'acido lipoico è normalmente legato, tramite 
legame ammidico, alla catena laterale di un residuo 
di lisina dell’enzima. 

Nella sua forma legata, lipoammide, è, insieme 
alla TPP, un cofattore necessario per la decarbossi- 
lazione ossidativa degli a-chetoacidi; partecipa, tra 
l’altro, al complesso multienzimatico della piruvato 
deidrogenasi e della o-chetoglutarato deidrogenasi. 
L’acido lipoico ha assunto recentemente un ruolo 
anche come antiossidante e come regolatore tra- 
scrizionale. L’acido lipoico è sintetizzato in quanti- 
tà adeguate negli individui sani, ma è necessaria la 
sua introduzione con la dieta in particolari condi- 
zioni; pertanto può essere considerato un nutriente 
essenziale condizionato (pseudo-vitamina). La bio- 
sintesi endogena mitocondriale utilizza come pre- 
cursore un acido grasso a 8 atomi di carbonio (aci- 
do ottanoico o acido caprilico). 


Coenzima. Nell’ambito del meccanismo d’azio- 
ne della piruvato deidrogenasi, la lipoammide rice- 
ve un composto idrossietilico dalla TPP (a/deide 
acetica attiva), ossidandolo ad acetile per poi tra- 
sferirlo al coenzima A; in questo processo si forma 


SH SH S S un legame tioestere “ad alta energia” tra la lipoam- 
rid. OSS mide ed il gruppo acetile (Fig. 8.13). 
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La diidrolipoil deidrogenasi, che riporta la li- 
poammide nello stato funzionale ridotto, è una fla- 
voproteina che si riossida a spese del NAD'. 

I due gruppi tiolici vicinali dell’acido lipoico ri- 
dotto reagiscono con elevata affinità con alcuni 
composti tossici, quali l’arsenito, per formare dei 
coniugati molto stabili che bloccano l’azione fisio- 
logica dell’acido lipoico stesso: 
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acido lipoico complesso inattivo 


Acido pantotenico (Vitamina Bs) 


Chimica. L’acido pantotenico è il prodotto di 
coniugazione fra l’acido a.,y-diossi-B,p'-dimetilbu- 
tirrico (acido pantoico) e la B-alanina: 
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Il legame carboamidico fra l’acido pantoico e la 
B-alanina è resistente all’azione degli enzimi proteo- 
litici del tubo digerente; per questa ragione, e per es- 
sere bene assorbito dall’intestino, l’acido pantoteni- 
co è efficiente anche quando somministrato per os. 


Coenzimi. L'acido pantotenico fa parte di due 
fattori funzionali: il Coenzima A e la Proteina 
Trasportatrice di Acili (Aci/ Carrier Protein, ACP). 


Un importante intermedio nella biosintesi di tali fat- 


tori è la 4’-fosfopanteteina, dove la cisteamina (p- 
mercaptoetilammina) è legata al gruppo carbossile 
terminale della vitamina tramite un legame ammidi- 
co. La 4’-fosfopanteteina è il gruppo prostetico 
dell’Aci/ Carrier Protein (ACP), la proteina asso- 
ciata al complesso multienzimatico acido grasso 
sintasi. La 4’-fosfopanteteina è anche il precursore 
del coenzima A (abbreviato CoA o CoA-SH), utiliz- 
zato in molteplici reazioni fra cui il catabolismo de- 
gli acidi grassi; la sua struttura è formata dalla 4'-fo- 
sfopanteteina legata all'adenosin-3'-5'-bisfosfato 

Il gruppo sulfidrilico —-SH della cisteamina è di- 
rettamente coinvolto nelle reazioni biochimiche, do- 
ve forma legami tioestere con gli acidi carbossilici: 
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Figura 8.14 Struttura del coenzima A 
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Il legame tioestere viene indicato con il simbo- Biosintesi. La funzione primaria dell’acido pan- 





lo “”, in quanto “ricco di energia” (dell’ordine di totenico è di servire da substrato per la sintesi di 
33 KJ o 8 kcal/mole), e rende gli acil-CoA CoA ed ACP. 
(acil-ACP) metabolicamente reattivi; i corrispon- La biosintesi del coenzima A dall’acido pantote- 
denti acidi grassi liberi sono invece metabolica- nico si svolge attraverso la sequenza di reazioni 
mente inerti. rappresentate nella Fig. 8.15. 
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Figura 8.15 Biosintesi del coenzima A 


\!} — Pantotenato chinasi; (2) = 4’-fosfopantotenil cisteina sintetasi; (3) = 4'-fosfopantotenil cisteina decarbossila- 
i; (4) = 4'-fosfopanteteina adenilato transferasi; (5) = defosfo-CoA chinasi. 


Nella prima tappa, catalizzata dalla pantotenato 
chinasi, punto primario di controllo del processo 
biosintetico, il pantotenato viene fosforilato in 4°- 
fosfopantotenato a spese dell'ATP; questo, per 
azione della 4 ’-fosfopantotenilcisteina sintasi, for- 
ma un legame carboammidico con la cisteina 
(1’ ATP cede l’energia necessaria per la formazione 
di questo legame), producendo la 4°-fosfopantote- 
nilcisteina; questa viene decarbossilata in 4’-fosfo- 
panteteina dalla 4'-fosfopantotenilcisteina decar- 
bossilasi, un enzima piridossal-fosfato dipendente. 
La 4’-fosfopanteteina, che come tale è il coenzima 
dell’acido grasso sintasi, viene adenilata, a spese di 
un’altra molecola di ATP, in defosfocoenzima A, 0 
adenosildifosfopanteteina; questa, infine, viene fo- 
sforilata in coenzima A, sempre a spese dell’ATP, 
per l’azione della defosfocoenzima A chinasi. 

La sintesi di una molecola di coenzima A richie- 
de, quindi, l’utilizzo di 4 molecole di ATP che inter- 
vengono con vari meccanismi, cedendo cioè il 
gruppo fosforile y (reazioni 1 e 5), l'acido adenilico 
(reazione 4) o l’energia del legame Yy (reazione 2). 

Quando la concentrazione di CoA-SH nella cel- 
lula supera un certo limite, la pantotenato chinasi 
viene inibita con un meccanismo “feedback” e, 
conseguentemente, viene rallentata la biosintesi del 
coenzima con un risparmio di acido pantotenico, 
che rimane a disposizione di altre cellule e tessuti. 
E presente anche una regolazione ormonale; in si- 
tuazioni di bassi livelli di insulina (digiuno, diabe-, 
te) si ha un aumento dell’attività della pantotenato 
chinasi e del contenuto totale di CoA. 

La ACP, nella sua forma di olopeptide attivo, 
viene sintetizzata grazie all’azione della fosfopante- 
teniltransferasi che lega la 4°-fosfopanteteina ad un 
residuo di serina dell’apoproteina. 


Funzioni. L’ACP è principalmente coinvolta 
nella biosintesi degli acidi grassi, come parte del 
complesso multienzimatico acido grasso sintasi, 
dove funziona da braccio flessibile per muovere, in 
modo ordinato e sistematico, gli acil-derivati da un 
centro catalitico ad un altro. Il CoA è coinvolto in 
una varietà di reazioni che riguardano 1 lipidi (cata- 
bolismo ossidativo, biosintesi di isoprenoidi, bio- 
sintesi di fosfolipidi, allungamento della catena de- 
gli acidi grassi), i glucidi (acetilazione, quale for- 
mazione di N-acetilglucosamina) e le proteine (pre- 
nilazione, acilazione - meccanismi importanti per 
l’attivazione di proteine segnale e fattori di trascri- 
zione). 


Fonti alimentari e fabbisogno. Questo fattore 
vitaminico è ubiquitario negli alimenti (donde la 
denominazione dal termine greco). In tutte le fonti 
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alimentari l’acido pantotenico è presente in larga 
misura sotto forma di CoA; questo, tuttavia, è idro- 
lizzato in acido pantotenico nel lume intestinale ed 
assorbito come tale. L'assunzione di 5-10 mg per 
giorno viene considerata adeguata per l’uomo. 


Carenza. Data l’ampia diffusione negli alimen- 
ti, un’avitaminosi da deficienza di acido pantoteni- 
co non è nota nell’uomo; i segni di carenza sono 
stati studiati in varie specie animali. Nei pochi casi 
osservati (es., prigionieri della II Guerra Mondiale) 
la carenza era associata a deficienze nutrizionali 
multiple, rendendo così difficile discernere 1 sinto- 
mi della specifica carenza di acido pantotenico. I 
sintomi specifici potrebbero essere intorpidimento e 
sensazione di bruciore ai piedi, in quanto sono gli 
unici sintomi ad essere annullati dalla sola sommi- 
nistrazione di acido pantotenico; inoltre, in speri- 
mentazioni sull’uomo e sugli animali, si riscontra- 
no sintomi analoghi in seguito a somministrazione 
di uno specifico inibitore della pantotenato chinasi, 
l’@-metilpantotenato. 


Stato nutrizionale. Viene valutato saggiando la 
concentrazione dell’acido pantotenico nel sangue o 
nelle urine. Le concentrazioni ematiche normali 
sono pari a 1,6-2,7 umol/L; valori al di sotto di l 
umol/L sono indicativi di una carenza vitaminica. 


Piridossina, piridossale, 
piridossammina (Vitamina Bg) 


Chimica. I vitameri della Bj sono composti pi- 
ridinici, diversi per il gruppo in posizione 4 della 2- 
metil-3-idrossi-5-idrossimetilpiridina. 

Il vitamero più diffuso è la piridossina; nel fega- 
to la piridossina si converte negli altri vitameri libe- 
ri (pPiridossammina e piridossale) e fosforilati (piri- 
dossalfosfato o PLP e piridossamminafosfato © 
PMP) (Fig. 8.16). In un adulto la quantità totale di 
vitamina è nell’ambito di 60-170 mg, di cui 1°80- 
90% si trova nel muscolo legata alla glicogeno fo- 
sforilasi. 


Coenzima. Il piridossalfosfato è la principale 
forma coenzimatica; il gruppo carbonilico si lega 
all’apoenzima, attraverso la formazione di una base 
di Schiff, con il gruppo €-amminico di una specifi- 
ca lisina presente nel sito attivo. 


Funzioni. Il PLP catalizza numerose reazioni 
enzimatiche riguardanti: 1l metabolismo degli am- 
minoacidi (transaminazione, decarbossilazione, 
deaminazione ossidativa delle ammine; intercon- 
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Figura 8.16 Interconversione dei vitameri B6 e formazione dei loro coenzimi 
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(1) = Piridossina chinasi; (2) = piridossina fosfato deidrogenasi; (3) = transaminasi; (4) = piridossalfosfato fosfatasi; 
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(9) = piridossale deidrogenasi. l'acido 4-piridossico è il metabolita inattivo eliminato con le urine. 


versione degli L- e D-amminoacidi), la biosintesi di 
neurotrasmettitori (serotonina, dopammina, noradre- 
nalina e acido y-amminobutirrico), la sintesi dell’e- 
me, la sintesi di niacina dal triptofano, alcune reazio- 
ni riguardanti il metabolismo dell'unità monocarbo- 
niosa (tra cui la conversione dell’omocisteina in ci- 
Steina) ed il catabolismo del glicogeno. In quasi tut- 
te le reazioni con gli amminoacidi, la tappa iniziale 
della catalisi comporta lo spiazzamento della lisina 
proteica da parte del gruppo o-amminico di un am- 
minoacido con formazione di una nuova base di 
Schiff. La labilizzazione di differenti legami intorno 


al Co dell’amminoacido porta a transaminazione, 
decarbossilazione, racemizzazione, eliminazione/ad- 
dizione sulla catena laterale (F 1g. 8.17). 
Iransaminasi. Il processo di transaminazione 
implica il trasferimento del gruppo c-amminico da 
un amminoacido donatore ad un a-chetoacido ac- 
cettore (tra i principali ci sono il piruvato e l’a-che- 
toglutarato); il PLP interviene come intermedio del- 
la reazione, accettando il gruppo amminico del- 
l’amminoacido per cederlo al chetoacido. Durante 
questo trasferimento il piridossalfosfato viene tran- 
sitoriamente trasformato in aldimina (1° base di 
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TRANSAMINAZIONE: 
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Figura 8.17 Reazioni catalizzate da enzimi piridossal fosfato dipendenti 


(1) = Transaminasi; (2) = amminoacido decarbossilasi; (3) = amminoacido racemasi batteriche. 


Schiff), convertita poi in chetimina (2* base di 
Schiff) e successivamente idrolizzata a piridossam- 
minafosfato e chetoacido (Fig. 8.18). Le singole 
reazioni sono reversibili: pertanto la piridossammi- 
na fosfato, interagendo con un altro chetoacido può 
portare alla formazione di un amminoacido diverso 
da quello di partenza. 


Decarbossilasi. Il PLP è coinvolto nella decar- 
bossilazione degli amminoacidi con formazione di 
un’ammina primaria; l'adrenalina, la serotonina e la 
dopammina sono ammine con funzione di ormoni 0 
di neurotrasmettitori. Intermedio della decarbossi- 
lazione è pure una aldimina a livello della quale av- 
viene il distacco dal carbossile con formazione del- 
l’ammina. 


Una reazione di decarbossilazione PLP-dipen- 
dente di notevole interesse medico è /a decarbossi- 
lazione dell’acido glutammico in acido Yammino- 
butirrico (GABA), catalizzata dalla glutammato de- 
carbossilasi delle cellule cerebrali. 
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Il GABA agisce come neurotrasmettitore ad 
azione inibitoria e, quindi, come moderatore del- 
l’eccitabilità delle cellule nervose. La sua insuffi- 
ciente formazione in carenza di Bg, conseguenza di 
una diminuita attività della glutammato decarbossi- 
lasi, spiega la sindrome epilettiforme che caratteriz- 
za l’avitaminosi. 

ò-amminolevulinato sintasi: è un enzima mito- 
condriale che catalizza la prima tappa, limitante, 
della sintesi dell’eme. 
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Figura 8.18 Intermedi della transaminazione 
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Serina palmitiltransferasi, coinvolta nella sinte- 
si degli sfingolipidi. 

Glicogeno fosforilasi. Il piridossal fosfato è an- 
che un coenzima chiave nel metabolismo del glico- 
geno; nella glicogeno fosforilasi il gruppo attivo del 
piridossal fosfato non è il gruppo aldeidico, bensì il 
gruppo 5’ fosfato. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La vitamina Bg 
è largamente distribuita sia nel regno animale che 
vegetale. Le fonti alimentari sono rappresentate dai 
cereali, dal fegato, dalla carne, dal pesce e dalla 
frutta. Nei vegetali la vitamina Bg è presente in for- 
ma di glucoside della piridossina; diverse glucosi- 
dasi della mucosa intestinale scindono il legame e 
rendono biodisponibile la vitamina. 

Il fabbisogno di vitamina By per l’uomo è intor- 
no a 1,5 mg/die; poiché il PLP è il coenzima di mol- 
ti enzimi coinvolti nel metabolismo degli amminoa- 
cidi è stato proposto che il fabbisogno in vitamina 


sia rapportato alla quantità di proteine assunte. 
Nella gravidanza e nell’allattamento il fabbisogno 
in vitamina By risulta aumentato. 


Carenza. La deficienza di Bg determina la se- 
guente sintomatologia: 

— dermatite (nel ratto è localizzata in corrisponden- 
za delle estremità - muso, coda, orecchie e zam- 
pe- e viene denominata acrodinia); 

— anemia microcitica ipocromica, caratterizzata da 
globuli rossi piccoli e poveri in emoglobina. 
Questa sindrome è spiegata dal ruolo del PLP 
quale cofattore della ò-amminolevulinato sintasi. 
Le cellule eritroidi carenti in eme continuano a di- 
vidersi ma sono piccole (microcitiche) e la con- 
centrazione totale di emoglobina è bassa (ane- 
mia). All’ipocromia si accompagna emosiderosi, 
cioè aumento del ferro plasmatico, conseguenza 
di una sua sub-ottimale utilizzazione; 

— demielinizzazione dei nervi periferici spiegata dal 


ruolo del PLP nella sintesi di sfingolipidi compo- 
nenti la mielina; 

convulsioni ed anomalie elettroencefalografiche. 
Il PLP è il cofattore di decarbossilasi coinvolte 
nella biosintesi di neurotrasmettitori e lo status in 
vitamina Bg può influenzare il loro livello nel cer- 
vello; 

iperomocisteinemia. La concentrazione plasmati- 
ca di omocisteina riflette lo status in folato, vita- 
mina B}, e vitamina Bs. In particolare la vitamina 
Bg interviene quale cofattore della cistationina B- 
sintasi coinvolta nel processo di transulfurazione 
e di rimozione dell’omocisteina; 

eliminazione urinaria di acido xanturenico, è una 
conseguenza dell’incapacità dell’organismo a 
metabolizzare normalmente il triptofano e preci- 
samente di trasformare la 3-idrossi-chinurenina in 
acido 3-idrossi-antranilico. Il riscontro di acido 
xanturenico nelle urine dopo carico di triptofano 
costituisce un sicuro criterio per la diagnosi di de- 
ficienza da vitamina Bs. 

Manifestazioni di deficienza di vitamina Bg si ri- 
scontrano facilmente in bambini a dieta artificiale, 
o in bambini affetti da un errore ereditario del me- 
tabolismo caratterizzato da un elevato fabbisogno 
di triptofano. Nell’uomo adulto un’avitaminosi Bg 
può insorgere in seguito a somministrazione pro- 
lungata dell’idrazide dell’acido isonicotinico. 
(Questo farmaco, che trova impiego nella terapia 
della tubercolosi, reagisce con il piridossal-fosfato, 
formando un’aldimina stabile, e quindi sottraendo- 
lo al suo compito coenzimatico. 
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Anche l’agente chelante penicillammina (p-di- 
metilcisteina), usata nel trattamento del morbo di 
Wilson, della cistinuria e dell’artrite reumatoide, 
reagisce con il piridossal-fosfato; i pazienti trattati 
con penicillammina vanno incontro a convulsioni 
prevenibili con somministrazione di vitamina By. 
luttavia la condizione che più frequentemente pre- 
dispone alla deficienza è l’assunzione di alcol che 
compromette sia l’assorbimento che il metabolismo 
della vitamina Bg; l’acetaldeide, prodotto di ossida- 
zione dell’alcol, potrebbe spiazzare il PLP dalle 
proteine a cui è legato, rendendolo più suscettibile 
all'eliminazione. 
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Stato nutrizionale. Può essere valutato con dif- 
ferenti metodiche: la concentrazione plasmatica di 
piridossalfosfato, l’escrezione urinaria di cataboliti 
della vitamina (acido piridossico) o del triptofano 
(acido xanturenico), l’attività eritrocitaria della glu- 
tammato-ossalacetato transaminasi (GOT). 


Biotina 
Chimica 


La molecola della biotina è formata da un nucleo 
derivante dalla fusione dell’anello dell’imidazolo 
con quello del tiofene e di una catena laterale a 5 
atomi di C. 


HoC_ 2 
9 (CHo)4— COOH 


biotina 


La biotina è legata covalentemente alla porzione 
proteica degli enzimi biotina-dipendenti, mediante 
un legame carboammidico tra il gruppo carbossili- 
co della sua catena laterale ed il gruppo €-ammini- 
co di un residuo di lisina. Tra i prodotti dell’idroli- 
si, enzimatica od acida, degli enzimi biotina-dipen- 
denti si ritrova, infatti, la €-N-biotinil lisina, detta 
anche biocitina. Ciò significa che il legame car- 
boammidico fra la biotina ed il residuo della lisina 
è più resistente del legame carboammidico intercor- 
rente fra i residui degli amminoacidi costituenti la 
proteina. 


Coenzima. La biotina è il coenzima delle car- 
bossilasi, enzimi che catalizzano il legame della 
CO, (utilizzando la forma idratata bicarbonato, 
HCO;) agli acidi organici; i substrati sono acidi 
monocarbossilici ed i prodotti acidi dicarbossilici. 

Come risulta dalla Fig. 8.19, nelle carbossilasi 
(biotinil-enzimi) la biotina è il centro attivo in cor- 
rispondenza del quale si lega la CO». Le reazioni di 
carbossilazione avvengono in due fasi: 1) attivazio- 
ne della CO, e sua fissazione sul biotinil enzima; 2) 
trasferimento della CO, attivata sull’accettore. 
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Funzioni. Le carbossilasi biotina-dipendenti so- reazioni di seguito riportate) e la meti/crotoni/-C 


no l’acetil-CoA carbossilasi, la propionil-CoA car-. carbossilasi che catalizza una tappa del metaboli 


bossilasi, la piruvato carbossilasi (catalizzano le smo dell’amminoacido essenziale leucina: 
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di, 8.19 Meccanismo d'azione della biotina nel processo di carbossilazione (acetil-CoA carbos- 
silasi) 


transcarbossilasi. 
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Si può osservare che la carbossilazione interessa 
sempre il carbonio attiguo al gruppo carbonilico. 

Le carbossilasi sono costituite da tre unità pro- 
teiche: (1) la “biotin carrier protein”, che fa da sup- 
porto alla biotina, (ii) la biotina carbossilasi, che 
catalizza la fissazione, dipendente dall’energia, del- 
lo ione bicarbonato sulla biotina e (111) la transcar- 
bossilasi che trasferisce il gruppo carbossilico dalla 
biotina all’accettore. 

Biotinilazione di istoni. La biotina interviene in 
processi regolatori epigenetici tramite la biotinila- 
zione di istoni, in seguito ad un legame covalente 
con specifici residui di lisina. La biotinilazione ha 
un ruolo nel silenziamento genico, nella prolifera- 
zione cellulare e nella risposta al danno del DNA. 

Le funzioni della biotina possono essere così 
schematizzate: 


_>» biotina 


biotinidasi 


biotinilazione 


biotinilazione 





di apocarbossilasi di istoni 
I turnover 
proteine 
biocitina 
METABOLISMO TRASCRIZIONE 


Metabolismo. La biotina si trova negli alimenti 
legata alle proteine; gli enzimi digestivi non sono in 
grado di rompere il legame biotinil-lisina, che è in- 
vece scisso dall’azione di una specifica idrolasi, la 
biotinidasi, presente nel succo pancreatico. La bioti- 
na libera è quindi assorbita tramite il trasportatore 
multivitaminico Na-dipendente SMVT che ha 
un’affinità simile anche per l’acido pantotenico e 
l’acido lipoico. Nel plasma, la biotina si trova per 
"80% in forma libera e per il resto legata alle protei- 
ne plasmatiche. La vitamina, quindi, sempre tramite 
il trasportatore SMVT, entra nel fegato e nei tessuti 
periferici, dove viene legata, in una reazione ATP- 
dipendente, all’apo-carbossilasi. La biotinidasi cel- 
lulare permette il normale turnover della biotina. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La biotina è am- 
piamente diffusa negli alimenti di origine animale 
(carne, fegato e, soprattutto, tuorlo d’uovo) e vege- 
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tale (cereali). Per l’adulto il fabbisogno di biotina si 
calcola intorno ai 30 ug/ die. 


Carenza. La flora batterica intestinale sintetiz- 
za questa vitamina, ma non è chiaro il contributo al- 
l’apporto; si hanno, infatti, segni di carenza in pa- 
zienti con nutrizione parenterale o in bambini ali- 
mentati con formule prive di biotina. Una deficien- 


_za da biotina può essere conseguente all’ingestione 
di notevoli quantità di albume d’uovo crudo. 
L’albume d’uovo contiene, infatti, l’avidina, una 


glicoproteina basica che lega la biotina prevenendo- 
ne l’assorbimento intestinale; la denaturazione me- 
diante calore toglie all’avidina questa proprietà (il 
legame fra avidina e biotina è così forte e specifico 
da essere sfruttato per dosaggi di laboratorio). Una 
carenza vitaminica è stata riscontrata in bambini 
con deficienza in biotinidasi, evidenziata dalla pre- 
senza di biocitina nelle urine; questa forma caren- 
ziale viene corretta con dosi farmacologiche di bio- 
tina. I sintomi sono variabili e difficili da diagnosti- 
care; data la frequenza relativamente alta, negli 
USA è stato adottato uno screening di massa usan- 
do lo stesso prelievo del test della fenilchetonuria. 


Stato nutrizionale. Viene valutato saggiando le 
concentrazioni urinarie di biotina (0 dei suoi cata- 
boliti). 


Acido paramminobenzoico (PABA) 


Il PABA non è una vitamina, in quanto gli ani- 
mali non sono in grado di utilizzarlo. Costituisce in- 
vece un fondamentale fattore di accrescimento per 
molte specie di microrganismi, alcune delle quali 
patogene, che lo utilizzano per la sintesi degli acidi 
folici di cui il PABA è un costituente. Il PABA rive- 
ste interesse per la sua “competizione” con i sulfa- 
midici. Questi ultimi, analoghi strutturali del PABA 
(confrontare la formula del PABA con quella della 
sulfanilamide, uno dei primi sulfamidici usati), ini- 
biscono l’incorporazione del PABA nell’acido foli- 
co, arrestando così l’accrescimento dei microrgani- 
smi PABA-dipendenti. 


NH NH 
COOH SOsNHo 
PABA sulfanilamide 
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Folati 


Folati è un termine generico, che comprende le 
forme vitaminiche naturalmente presenti negli ali- 
menti e l’acido folico presente in supplementi e ci- 
bi fortificati. I coenzimi derivanti dai folati sono co- 
involti nel complesso metabolismo della cosiddetta 
“unità monocarboniosa”, un insieme di molecole 
costituite da un solo atomo di carbonio con vario 
grado d’ossidazione ed usate per la sintesi di nu- 
cleotidi, amminoacidi ed altri importanti composti 
cellulari. 


Chimica. Caratteristiche comuni della famiglia 
dei folati sono la presenza di un anello pteridinico, 
di acido p-amminobenzoico e di uno o più residui di 
glutammato (Fig. 8.20). 

La molecola di folato può esistere in varie forme 
in base al grado d’insaturazione dell’anello pteridi- 
nico (diidrofolato o FH) e tetraidrofolato 0 FHy), in 
base alla lunghezza della catena di poli-glutamma- 
to (la maggior parte dei folati naturali ha una cate- 
na formata da 5-8 residui di glutammato uniti tra di 
loro da un legame y-peptidico) ed in base alla natu- 
ra dell’unità monocarboniosa legata in posizione N- 


5, N-10 o in entrambe le posizioni. /n vitro la forma” 


ridotta è instabile ed in presenza di O, va incontro 
ad ossidazione e successiva degradazione, ma è sta- 
bilizzata dalla presenza di antiossidanti quali la vi- 
tamina C. L'acido folico (0 acido pteroilmonoglu- 
tammico) è la forma completamente insatura, rara 
in natura ma usata in supplementi ed alimenti forti- 
ficati in quanto stabile al calore ed all’ossidazione e 
maggiormente biodisponibile. 
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Coenzimi. Specifiche forme coenzimatiche si 
formano in seguito al legame dell’unità monocar- 
boniosa al tetraidrofolato. Il tetraidrofolato deriva 
dal folato per riduzione successiva dei doppi legami 
in posizione 7-8 e 5-6 dell’anello pteridinico: l’en- 
zima diidrofolato reduttasi catalizza entrambe lè 
tappe utilizzando come agente riducente il NADPH 
(Fig. 8.21). 


L’unità monocarboniosa può essere costituita 

dal gruppo: 

— metile: -CH; legato ad N5 

— metilene: -CH;- legato ad NÎ e N!0 
— metenile: -CH = legato ad NÎ e N!0 
— formimmino: -CH=NH legato ad N° 
— formile: -CHO legato ad N!° 0 ad Nî 

La varie forme, in genere interconvertibili, sono 
riportate in Fig. 8.21. 

La catena di poli-Glu, grazie alla sua natura po- 
lare, ha la funzione di sequestrare il cofattore nella 
cellula, di favorirne il legame all’apoenzima e di 
dare specificità enzimatica. 


Metabolismo del folato 


Il folilpoliglutammato presente negli alimenti 
per poter essere assorbito deve prima essere conver- 
tito in monoglutammato dall’enzima foli/poli-y-glu- 
tammato carbossipeptidasi (denominata anche Y 
glutamil idrolasi o folato coniugasi), presente sulle 
membrane degli enterociti del digiuno prossimale, e 
quindi importato tramite uno specifico trasportatore 
transmembrana (reduced folate carrier-1, RFC-I1, 
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Figura 8.20 Struttura dell’acido folico 


La 2-amino-4 idrossi-pteridina è legata, tramite un gruppo metilene in posizione C-6, all'acido paramminobenzoico 
(PABA) a sua volta legato al gruppo a-amminico del glutammato; nella catena poli-Glu i residui di glutammato sono 


uniti tra di loro da legami y-peptidici. 


folato (F) 


4 
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Figura 8.21 Riduzione del folato a diidrofolato e tetraidrofolato ad opera della diidrofolatoredut- 


tasi 





utilizzato per l’assorbimento e l’entrata nei tessuti). 
Nella mucosa intestinale il folato è ridotto a tetrai- 
drofolato e convertito principalmente nel derivato 
metilato. Successivamente entra nel sangue portale 
dove la forma plasmatica predominante è il 5- 
metilFH,-monoGlu legato all’albumina o ad una 
specifica proteina di trasporto. Una volta entrato 
nella cellula il 5-metilFHj-monoGlu è demetilato e 
riconvertito nella forma poliGlu dall’enzima foli/- 
poliglutammato sintasi ATP dipendente: 


ATP + folato(Glu,) + glutammato > 
ADP + folato(Glu,+) + Pi 


Per poter essere nuovamente rilasciato in circo- 
lo, il FHypoliGlu deve essere riconvertito nella for- 
ma monoGlu tramite la forma lisosomiale SOIBDDE 
della Y-glutammil idrolasi. 

L’organismo ha riserve limitate di folato, 15- 30 


_hiosa”, 


mg totali di cui il 50% si trova nel fegato. Esiste una 
frazione a rapido ricambio (1-2 giorni) ed una fra- 
zione più abbondante a lento ricambio (100-200 
giorni). Circa 1’ 1% dei folati è escreto giornalmen- 
te e deve perciò essere sostituito dalla dieta; pertan- 
to vi è un lungo intervallo di tempo prima della ma- 
nifestazione dei sintomi clinici di carenza. D'altra 
parte è necessario un lungo periodo d'intervento 
nutrizionale affinché la quantità di folati dell’orga- 
nismo raggiunga nuovamente i livelli stazionari. 


Funzioni biochimiche. Le reazioni che richie- 
dono l’intervento del folato, denominate complessi- 
vamente “metabolismo dell’unità monocarbo- 
includono alcune fasi del metabolismo degli 
amminoacidi e delle basi puriniche e pirimidiniche 
e la formazione del principale agente metilante, la 
S-adenosilmetionina (SAM). 

Il metabolismo del folato è prevalentemente lo- 
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Tabella 8.III 


Schema riassuntivo delle reazioni coinvolte nel metabolismo dei folati. 


OMOCISTEINA ———» METIONINA 


metionina sintasi (vitamina B.,,) 


N5(-CH;)FH, 


serina 


metilentetraidrofolato reduttasi (NADPH) 


+FH, > N°,N!° (-CH,-)FH—— TIMIDILATO (dAUMP —» dTMP) 


glicina 


istidina 


metilentetraidrofolatodeidrogenasi (NADP*) 


FH—» N5(-CH=NH) FH_—» N5,N10 (-CH=)FH, 


glutammato 


MITOCONDRIO 
glicina, colina 


fMet-tRNA 





no prevalentemente nei vegetali verdi (da cui il no- 
me) quali spinaci, asparagi, broccoli, in frutta quale 
arancia e fragola, in legumi ed arachidi. Per l’adul- 
to viene raccomandata un’assunzione di circa 400 
ug/die, aumentati a 500 ug e 600 ug per la donna in 
gravidanza ed in allattamento. 

Carenza. La carenza di folati in genere dipende da 
un’insufficiente assunzione tramite la dieta, sebbene vi 
possano essere altre cause, quali sindromi da malassor- 
bimento o trattamenti farmacologici. Recentemente so- 
no sempre più evidenziati casi di carenza imputabili a 
polimorfismi o alterazioni genetiche . 

Anemia macrocitica megaloblastica caratterizza- 
ta dalla presenza nel sangue di forme immature di 
| eritrociti e disturbi gastrointestinali caratterizzati da 
malassorbimento. Entrambi i danni sono dovuti ad 
una difettosa sintesi del DNA che si manifesta parti- 
colarmente nei tessuti caratterizzati da un elevato 
ritmo di moltiplicazione cellulare, come le cellule 
del sangue e le cellule epiteliali intestinali. 


meteniltetraidrofolato cicloidrolasi (HO) 


N5,N10 (-CHO)FH——* PURINE (C-2, C-8) 


formiltetraidrofolato sintasi (ATP) 


formiato + FH, 


Malformazione del sistema nervoso centrale 
conseguente a difetto nella chiusura del tubo neura- 
le che avviene fra il 20° ed il 28° giorno dal conce- 
pimento. È stato dimostrato che la supplementazio- 
ne con acido folico (400 ug/die) nel periodo che in- 
tercorre tra un mese prima ed un mese dopo l’inizio 
del concepimento riduce il rischio. Non è nota la 
causa della malformazione; è stato suggerito, ma 
non dimostrato, che l’omocisteina, se presente ad 
alti livelli, può essere neurotossica funzionando da 
antagonista per il recettore del glutammato, coin- 
volto nello sviluppo neuronale. Un’altra ipotesi 
suggerisce un’alterata metilazione dei geni coinvol- 
ti nella formazione del sistema nervoso. 

Malattia cardiovascolare da iperomocisteine- 
mia (può essere conseguenza anche della carenza di 
vitamina Bg e vitamina B;.) (vedi voce S-adenosil- 
metionina). 

Rischio di cancro. Il folato è considerato un 
agente citoprotettivo in quanto regola la stabilità del 
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DNA tramite due meccanismi principali: i) trasfor- 
mazione dell’uracile in timina (in carenza si ha 
un’errata incorporazione di uracile nel DNA) e ii) 
tramite la SAM regolazione della metilazione di 
istoni e DNA e quindi dell’espressione genica. Il fo- 
lato può essere però pericoloso in presenza di can- 
cro in atto. Le cellule a rapida proliferazione neces- 
sitano di folati e pertanto analoghi di folati (vedi vo- 
ce antifolati) vengono usati come farmaci con azio- 
ne antineoplastica. 


Sono a rischio di carenza: 

Donne in gravidanza per l’aumentata richiesta 
di unità monocarboniose e sintesi di DNA. 

Alcolisti: è stato ipotizzato che l’acetaldeide o 
l'enzima aldeide ossidasi possano indurre un’au- 
mentata ossidazione del folato. 

Pazienti con malattie che causano degenerazio- 
ne della mucosa intestinale (morbo celiaco, cancro 
dell’intestino, etc.). Anche alcuni farmaci, fra i qua- 
ll 1 contraccettivi contenenti progesterone ed estro- 
geni, che inibiscono la coniugasi, possono indurre 
carenza a lungo termine. La deficienza di folati se- 
condaria a mancanza o ipofunzione della coniugasi 
intestinale può essere ovviata con somministrazio- 
ne di acido folico monoGlu. 


Antifolati 
Sono analoghi chimici dei folati che agiscono 
come specifici antagonisti (antivitamine). I più co- 


muni antifolati sono l’amminopterina (acido-4-am? 


mino folico), che si differenzia dall’acido folico per 
avere un gruppo NH; al posto dell’OH in posizione 
4 ed il metotressato (4-ammino-10-metil folato), 
che, in aggiunta, possiede un -CH; in posizione 10. 
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Gli antifolati inibiscono l’attività della diidrofo- 
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lato reduttasi e quindi la conversione del folato in 
tetraidrofolato. Viene così inibito il metabolismo 
delle unità monocarboniose e, di conseguenza, la 
sintesi dei nucleotidi purinici e la trasformazione 
del dUMP in dTMP. Il conseguente blocco della 
sintesi degli acidi nucleici comporta un arresto del- 
la mitosi e quindi della divisione cellulare. Per que- 
sta ragione gli antifolati vengono utilizzati nella 
chemioterapia delle leucemie e dei tumori maligni. 
Purtroppo viene inibita anche la proliferazione cel- 
lulare dei tessuti normali, specie quelli caratterizza- 
ti da un elevato “turnover” di divisione cellulare 
(midollo osseo, mucosa intestinale, bulbi piliferi). 
Un altro serio inconveniente della chemioterapia 
con antifolati è costituito dalla progressiva resisten- 
za delle cellule tumorali alla loro azione inibitrice. 
Questa resistenza consegue ad una sempre più ele- 
vata produzione di diidrofolato reduttasi e da un au- 
mento degli enzimi adibiti al “recupero” dei nucleo- 
tidi. 


Tetraidrobiopterina 

La tetraidrobiopterina è un derivato pterinico 
strutturalmente analogo al FHy. Essa partecipa a 
reazioni redox e, in particolare, funziona come 
agente riducente dell’ossigeno molecolare in pro- 
cessi idrossilativi (es. idrossilazione della tirosina 
in DOPA). Come mostra la Fig. 8.23, la tetraidro- 
biopterina cede gli equivalenti riducenti all’ossige- 
no molecolare formando acqua con uno dei due ato- 
mi di ossigeno. Nell’esempio riportato nella Fig. 
8.24 la reazione di trasferimento è catalizzata dalla 
tirosina 3-monoossigenasi. Il ripristino allo stato ri- 
dotto avviene per cessione di equivalenti riducenti 
da parte del NADPH catalizzato dalla diidrobiopte- 
rina reduttasi. 

La tetraidrobiopterina è, anche, il cofattore dell’ 
ossido nitrico sintasi, un enzima distribuito quasi in 
maniera ubiquitaria nei tessuti, che produce ossido 
nitrico (Importante vasodilatatore e neurotrasmetti- 
tore), mediante la trasformazione dell’arginina in 
citrullina. 


Vitamina B,, 


La vitamina B}, occupa una posizione unica nel- 
la scienza della nutrizione in quanto il suo malas- 
sorbimento causa una specifica malattia, l’anemia 
perniciosa, che era fatale prima della scoperta della 
terapia vitaminica; inoltre è una malattia non legata 
a malnutrizione. 


Chimica. La vitamina Bj, è una molecola com- 
plessa costituita da un anello tetrapirrolico corrini- 
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Figura 8.23 Azione redox della tetrabiopterina nella idrossilazione della tirosina in DOPA, cataliz- 


zata dalla tirosina 3-monoossigenasi (1) 


(1) La diidrobiopterina che si forma viene ridotta in tetraidrobiopterina dalla diidropterina reduttasi (2) a spese del 


NADPH. 


co, strutturalmente simile all’anello porfirinico del- 
l’eme: due unità tetrapirroliche sono legate diretta- 
mente l’una all’altra, mentre gli altri legami fra le 
unità sono costituiti da ponti metinici come nelle 
porfirine (Fig. 8.24). L’anello corrinico coordina al 
centro uno ione cobalto, Co*3; per tale motivo i 
composti con attività vitaminica Bj, si chiamano 
cobalammine (Cbl). La quinta posizione di coordi- 
nazione del Co'* è occupata dall’N del 5-6 dimetil- 
benzoimidazolo. Questo composto costituice la ba- 
se azotata di un ribonucleotide che si lega covalen- 
temente, tramite il gruppo fosfato, ad una catena la- 
terale dell’anello corrinico. Quando la vitamina è 
legata a proteine, il 5-6 dimetil-benzoimidazolo 
viene di solito sostituito da un residuo di istidina. Il 
sesto ligando assiale del Co'* può essere un gruppo 
di varia natura (ossidrilico, metilico, adenosilico). 
La vitamina isolata viene anche denominata ciano- 
cobalammina in quanto il sesto ligando è costituito 


dal gruppo cianidrico —CN, un artefatto dovuto alle 
procedure di estrazione della vitamina da fonte na- 
turale. Nel 1964 Dorothy Hodgkin fu insignita del 
premio Nobel per la determinazione della struttura 
della vitamina B}.. 


Fonti alimentari e fabbisogno. La vitamina B,, 
è sintetizzata soltanto dai microrganismi. Le piante, 
eccetto alcune alghe, non usano questa vitamina. La 
fonte per gli animali è il prodotto della sintesi mi- 
crobica: i ruminanti l’acquisiscono dai batteri del 
rumine, gli erbivori da microorganismi associati a 
vegetali, gli onnivori - e l’uomo - da prodotti di ori- 
gine animale. 

Le fonti alimentari più ricche sono fegato di bue, 
carne, pollo, pesce, uova. È presente nel latte, yo- 
gurt, formaggio che sono una buona fonte di vitami- 
na per i vegetariani. Alghe e soia fermentata, ali- 
menti usati nei paesi asiatici, possono essere fonti 
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Figura 8.24 Vitameri e Coenzimi B,, 


vitaminiche per vegani. Con una dieta normale si 
assumono 3-4,5 ug/die. I livelli raccomandati sono 
2,4 Ug/die. 


Forme coenzimatiche. Esistono due forme co- 
enzimatiche: 

— metilcobalammina dove il sesto ligando è -CH;; è 
il cofattore della metionina sintasi; 

- 5’-deossiadenosilcobalammina dove il sesto li- 
gando è l’atomo di carbonio C-5° del deossiribo- 
s10; è il cofattore della metilmalonil-CoA mutasi. 

Benché in entrambi i casi sia presente un legame 
covalente Co-C, il meccanismo di reazione di que- 
sti due cofattori è diverso. Nelle reazioni di trasfe- 

rimento del metile, il legame Co-C va incontro a 

rottura eterolitica; invece l’attività della mutasi 

comporta la rottura omolitica del legame Co-C con 
formazione di Co** ed innesco di un meccanismo 
radicalico. 





(5’-deossi adenosil 
cobalammina) 


Funzioni. I microrganismi utilizzano la vitami- 
na B;, per numerose reazioni, tra cui la sintesi del- 
la metionina, del metano, dell’acetato. 

Negli animali sono note soltante due reazioni in 
cui si utilizza la vitamina B,,, catalizzate dagli enzi- 
mi L-metilmalonil-CoA mutasi e metionina sintasi. 

L-metilmalonil-CoA mutasi (forma coenzimati- 
ca, 5’-deossiadenosilcobalammina), enzima della 
matrice mitocondriale, è coinvolto nel metabolismo 
del propionil-CoA. 

Il propionil-CoA è il prodotto della degradazio- 
ne di alcuni amminoacidi (Val, Ile, Met, Thr) e del 
catabolismo di acidi grassi a numero dispari di ato- 
mi di Coa catena ramificata (acido fitanico). La 
carbossilazione biotina-dipendente del propionil- 
CoA porta alla sintesi del metilmalonil-CoA, che a 
sua volta è trasformato in succinil-CoA, in una rea- 
zione vitamina B,,-dipendente: 
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Il succinil-CoA è quindi utilizzato nel ciclo di 
Krebs, nel metabolismo dei corpi chetonici, nella 
biosintesi dell’eme. 

La reazione catalizzata dalla L-metilmalonil- 
CoA mutasi è particolarmenete importante nei ru- 
minanti dove la fermentazione batterica del rumine 
produce grandi quantità di acido propionico. 

Metionina sintasi (forma coenzimatica, metilco- 
balamina), enzima citoplasmatico che catalizza la 
reazione tra N°-metilFHy ed omocisteina con for- 
mazione di metionina. In questa reazione la funzio- 
ne della vitamina B,, è strettamente correlata alla 
funzione del folato e, come conseguenza, le mani- 
festazioni cliniche di carenza di folato e vitamina 
B,, sono simili (ulteriori informazioni nel para- 
grafo riguardante il folato e Fig. 8.26). 


Metabolismo della vitamina. Negli alimenti la 


vitamina B;; si trova legata sotto forma di coenzi- 
ma. Per il suo assorbimento e metabolismo sono ne- 
cessarie proteine per il trasporto attraverso il tubo 
digerente e nell’organismo. In particolare: 

Bocca — viene secreta la proteina salivare legan- 
te la Cbl (aptocorrina o proteina R). 

Stomaco - il pH acido e la digestione proteica li- 
berano la vitamina B;, presente negli alimenti che 
quindi si lega alla proteina R; in questa forma lega- 
ta viene trasportata nel duodeno. Le cellule parieta- 
li della mucosa gastrica secernono il fattore intrin- 
seco (IF), glicoproteina resistente alla proteolisi ne- 
cessaria per il successivo assorbimento intestinale 
della vitamina. 

Duodeno - l’ambiente alcalino e la digestione 
della proteina R liberano la vitamina B,; che si le- 
ga al fattore IF formando il complesso Cbl-IF. 

Ileo - Il complesso Cbl-IF è internalizzato negli 
enterociti mediante due meccanismi: 1. endocitosi 
tramite il recettore specifico per il complesso Cbl- 
IF (cubulina); 2. assorbimento per diffusione passi- 
va (incide per il 1%). 

Nei lisosomi il IF viene degradato e la vitamina 
B,, viene legata alla ranscobalammina II, proteina 
di trasporto ematico della Cbl. 

Trasporto ematico - il complesso transcoba- 
lammina IlI-vitBy, è la forma neoassorbita di vita- 
mina che viene captata dai tessuti periferici per en- 











docitosi tramite un recettore che riconosce la tt 
scobalamina II. Nel plasma sono presenti altre dl 
proteine leganti, la aptocorrina o transcobalammi 
I, che lega il 75% della vitamina Bj; ematica, @ 
transcobalammina II. La principale forma emati 
è la metilCDbl. 

Fegato - Contiene scorte di 2-3 mg di vitami 
B;. sotto forma di 5’-deossiadenosilCbl. 


Carenza. La carenza di vitamina B;, può esse 
dovuta a varie cause. 

Malassorbimento. La classica anemia pernick 
sa, la forma più grave e comune di carenza, è Wl 
conseguenza dell’incapacità di assorbire la vitani 
na per la mancanza del fattore intrinseca! 
Generalmente è causata da una malattia autoimmit 
ne con distruzione delle cellule parietali dello sto 
maco, dovuta alla formazione di anticorpi contro lè 
pompa H'/K* ATPasi o, nel 50% dei casi, contro il 
fattore intrinseco. Questa forma colpisce con più 
frequenza i soggetti di sesso maschile ed aumenta 
con l’età, mentre è rara nei giovani. Se ci sono scor 
te sufficienti di vitamina B},, occorrono anni perché 
la malattia si manifesti. La cura consiste in un trat. 
tamento con alte dosi di vitamina B};, 500-2000 jig 
vit/die (si sfrutta la via dell’assorbimento passivo) 
Carenza si ha anche in situazioni che causano mia 
lassorbimento generalizzato, quali morbo celiaco, 
morbo di Crohn, gastrectomia parziale o totale, by. 
pass gastrico, alcolismo. 

Cause alimentari. Le carenze nutrizionali sono 
rare; possono essere presenti in vegetariani stretti 
Le donne in allattamento meritano particolare atten» 
zione in quanto la carenza vitaminica potrebbe es. 
sere asintomatica nella madre, ma ripercuotersi sul 
bambino con conseguenze anche gravi. I vegetaria. 
ni possono beneficiare di supplementi di vit B,, in 
basse dosi (2,4 ug/die). 

Età. Si ha carenza nel 10-15% dei soggetti sopra 
i 60 anni per un diminuito funzionamento gastrico, 
che porta a carenza di fattore intrinseco, e per una 
diminuita secrezione gastrica, che non permette il 
rilascio della vitamina dalle proteine alimentari. La 
dieta può essere integrata con l’assunzione di una 
bassa dose di supplemento, in forma libera. 

Farmaci. Fra cui gli inibitori della secrezione 
gastrica. 

Fattori congeniti. I più frequenti riguardano il 
fattore intrinseco e la transcobalammina II. 


Alterazioni biochimiche in carenza di vitamina 
B;; e valutazione dello stato nutrizionale 


In carenza vitaminica il metilmalonil-CoA viene 
idrolizzato ad acido metilmalonico. Un elevato li- 


— i e 


vello ematico di acido metilmalonico (nei soggetti 
normali il livello sierico è di —-240 nmol/L) è il pri- 
mo segnale di malattia, in assenza di sintomi clini- 
ci. E un parametro sensibile e specifico - tranne un 
modesto aumento nell’insufficienza renale cronica - 
e viene usato per la valutazione dello stato nutrizio- 
nale. Altri parametri biochimici alterati, ma meno 
specifici, sono la presenza di alti livelli di acido 2- 
metil-citrico (in presenza di carenza grave) forma- 
tosi dalla reazione tra propionil-CoA ed ossalaceta- 
to ad opera della citrato sintasi, alti livelli di omoci- 
steina e cistationina (parametri non specifici in 
quanto presenti anche in carenza di folati e vitami- 
na Bg). Alti livelli di acido metilmalonico, omoci- 
steina, cistationina e 2-metil-citrico sono presenti, 
oltre che nel siero, in tutti gli altri fluidi corporei 
(urina, fluido cerebrospinale) e nei tessuti; la metil- 
malonilaciduria può essere associata a severa che- 
toacidosi metabolica. I livelli ematici di vitamina 
By» non sempre correlano con i valori ematici di 
acido metilmalonico ed omocisteina, che sono per- 
tanto preferiti come fattori diagnostici al dosaggio 
vitaminico. 

Altre anomalie metaboliche sono aumentata for- 
mazione di acidi grassi a catena ramificata ed a nu- 
mero dispari di atomi di carbonio, alterazione nel 
pool totale di coenzimaA che viene sottratto alle al- 
tre vie, alterato metabolismo della carnitina. 


Manifestazioni cliniche dell’anemia perniciosa 
Anemia megaloblastica. Sono presenti modifi- 
cazioni morfologiche identiche a quelle conseguen- 
ti alla carenza di folato. 
Anormalità neurologiche. Vi è perdita di mielina 
del sistema nervoso centrale. Questo danno non 
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sempre è reversibile, soprattutto se la carenza è pre- 
sente da lungo tempo; è più grave nel bambino. 
Alcuni pazienti sono maggiormente predisposti al- 
l’anemia, altri alle alterazioni neurologiche; le se- 
verità delle due patologie sono inversamente corre- 
late, ma il motivo non è chiaro. I danni sono stati at- 
tribuiti ad incorporazione nella mielina di acidi 
grassi inusuali a catena dispari, ad un’inefficiente 
sintesi di fosfatidilcolina, agli effetti neurotossici di 
alti livelli di omocisteina. 

Disturbi gastrointestinali collegati al rapido tur- 
nover degli enterociti. 

Malattia vascolare collegata all’iperomocistei- 
nemia. 


FATTORI VITAMINOSIMILI 


Con la denominazione “fattori vitaminosimili” 
s1 designano composti indispensabili, ma che ven- 
gono sintetizzati dall’organismo in quantità sub-ot- 
timale. La introduzione di questi fattori con la dieta 
integra la loro insufficiente produzione endogena e 
previene alterazioni metaboliche altrimenti possibi- 
li. I fattori vitaminosimili più importanti sono la $S- 
adenosilmetionina, la colina e la carnitina. 


S-Adenosilmetionina 


La metionina è un amminoacido essenziale, ne- 


cessario per la sintesi proteica, ma è anche cruciale 
«come donatore di metile. La S-adenosilmetionina 


(SAM), che si forma per reazione della metionina 
con l’ATP tramite l’azione della metioninadenosil- 
transferasi, è la forma attiva donatrice del gruppo 
metile ricevuto dal folato (Fig. 8.25). 
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Figura 8.25 Biosintesi della S-adenosilmetionina 
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La SAM è coinvolta in più di 50 reazioni di me- 
tilazione, tra cui la sintesi della creatina (quantitati- 
vamente la più importante), della carnitina, della 
colina, dell’adrenalina e la metilazione della citosi- 
na e degli istoni per il controllo epigenetico. Una 
volta trasferito il metile, si forma la S-adenosilomo- 
cisteina, che viene quindi idrolizzata ad adenosina 
ed omocisteina. L’omocisteina può essere rimetila- 
ta o andare incontro alla via irreversibile di transul- 
furazione per la sintesi della cisteina. L’omocisteina 
viene metilata a spese del N°-metilFH, in una rea- 
zione vitamina B,, dipendente. Nel fegato il 50% 
dell’omocisteina viene riciclata utilizzando come 
donatore la betaina (o trimetilglicina) che si forma 
dall’ossidazione della colina (vedi paragrafo corri- 
spondente). La reazione viene catalizzata dalla be- 
taina-omocisteina metil-transferasi, enzima zinco- 
dipendente. La betaina è usata come supplemento 
nei pazienti con elevata omocisteina plasmatica de- 
rivante da un alterato metabolismo del folato, ad 
esempio deficit dell’attività della N°,N!°-metilente- 
traidrofolato reduttasi. 

I livelli di SAM, potente regolatore allosterico, 
decidono il destino dell’omocisteina. In presenza di 






alti livelli di SAM viene bloccata la ri-metilazione, 
tramite inibizione della N°,N!°-metilentetraidrofo- 
lato reduttasi ed attivazione della cistationina fd sin- 
tasi, responsabile della transulfurazione. Come si 
può notare dalla Fig. 8.26, il bilancio del metaboli- 
smo della metionina è dipendente da tre vitamine: 
folato, By) e Be. 

Una carenza nella sintesi del 5-metil FHy o nel- 
la rimetilazione dell’omocisteina a metionina o di- 
fetti nella via di transulfurazione portano ad jper- 
omocisteinemia, che viene considerata un fattore di 
rischio per patologie vascolari, indipendente da 
ipercolesterolemia o ipertensione (valori desidera- 
bili < 9-10 umol/L, soglia iperomocistinemia = 12 
umol/L). I meccanismi biochimici del danno vasco- 
lare non sono stati chiariti; potrebbero essere dovu- 
ti ad ipometilazione, formazione di addotti tiolici 
nel plasma, inibizione di enzimi antiossidanti cellu- 
lari o stress ossidativo. 


Colina 


La biosintesi endogena della colina avviene a 
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Figura 8.26 Ciclo del “metile” e metabolismo della S-adenosil metionina (SAM) 
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partire dai fosfolipidi, per metilazione della fosfati- 
diletanolammina in fosfatidilcolina (o lecitina, no- 
me greco del tuorlo d’uovo - lekithos); il donatore 
di metile è la S-adenosilmetionina. La produzione 
endogena di colina viene integrata dall’apporto di 
colina esogena; questo è normalmente-assicurato in 
misura sufficiente dalla presenza nella dieta di fo- 
sfolipidi contenenti colina. Con la dieta se ne assu- 
mono 400-700 mg/die. La colina è contenuta nella 


FAD 
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lecitina (colina 13% in peso) presente in tutti gli ali- 
menti: in ordine decrescente in uova, fegato, carne, 
sola, legumi, cereali integrali, vegetali; inoltre la le- 
citina (estratta dai semi di soia) si trova negli ali- 
menti come additivo, funzionando da agente emul- 
sionante (maionese, gelato). 

Oltre che componente dei fosfolipidi, la colina 
assolve una importante funzione di neurotrasmetti- 
tore, in forma di acetilcolina (vedi Capitolo: 


FADH, 
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Figura 8.27 Ossidazione della colina in betaina e processo di transmetilazione a betaina ed omo- 


cisteina 
(1) = colina deidrogenasi; (2) = betaina aldeide deidrogenasi; (3) = betaina: omocisteina transmetilasi; (4) = N-di- 


metilglicina deidrogenasi. 
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“Biochimica del sistema nervoso”). Un’altra fun- 
zione della colina è quella di agire come donatore 
di metili per la conversione dell’omocisteina in me- 
tionina. Interviene nella sintesi delle VLDL dove la 
lecitina è il substrato de//a lecitina colesterolo acil- 
transferasi (LCAT); in carenza di colina non si sin- 
tetizzano VLDL, si ha un accumulo epatico di gras- 
s1 e ‘fegato grasso”. 

La colina è importante per lo sviluppo fetale e 
neonatale, in particolare per quello cerebrale. Per 
questo motivo, nel 1998, la Food and Nutrition 
Board - USA Institute of Medicine ha introdotto la 
raccomandazione nutrizionale per la colina di 450 
mg/die per le donne in gravidanza e di 550 mg/die 
durante l’allattamento. E stato anche indicato il li- 
mite massimo di assunzione di 3,5g/die per l’adul- 
to, inclusa la donna in gravidanza ed allattamento. 

Stati di carenza sono possibili in alcuni casi par- 
ticolari quali danni epatici, ridotta funzionalità re- 
nale, digiuno prolungato, by-pass intestinale, nutri- 
zione parenterale, uso di alcuni farmaci (chi fa un 
uso farmacologico di niacina o di acido nicotinico 
per il trattamento di alti livelli ematici di colestero- 
lo e trigliceridi necessita di lecitina o colina come 
integratore). 

La colina è la principale fonte alimentare di metile. 

Per funzionare come donatore di “unità mono- 
carboniosa” la colina deve essere previamente ossi- 
data in betaina (0 trimetilglicina) in un processo a 
due stadi catalizzato dalla colina deidrogenasi, 
FAD dipendente, e successivamente dalla betaina 
aldeide deidrogenasi, NAD' dipendente (vedi figu- 
ra 8.27). Nel fegato il 50% dell’omocisteina viene 
riciclata utilizzando come donatore la betaina, per 
azione della betaina-omocisteina metil transferasi, 
enzima zinco dipendente con formazione di metio- 
nina e N-dimetilglicina 

I due metili residui presenti sulla dimetilglicina 
sono anch’essi fonte di unità monocarboniosa. La 
dimetilglicina, a livello mitocondriale va incontro a 
due successive ossidazioni con formazione di sar- 
cosina (o metilglicina) e, quindi, di glicina e due 
molecole di N°,N!°metilenFHy. Dal N°,N!0- 
metilenFHy si può formare formiato, che, esportato 
dal mitocondrio, è usato come fonte di “unità mo- 
nocarboniosa” citoplasmatica (vedi lo schema del 
metabolismo del folato). 

Anche la glicina è una fonte ulteriore di ‘unità 
monocarboniosa”. Nel mitocondrio la glicina può 
essere scissa da un sistema multi-enzimatico conte- 
nente piridossalfosfato ed acido lipoico: 


+HgN-CHy-COO- + FHy + NAD* > 
> CO0,+NH, + N5,N'°-metilenFH, + NADH 


L-Carnitina 


La carnitina, così denominata perché fu identifi- 
cata nel 1900 negli estratti di carne, è l’acido Y-tri- 
metilammonio-f-ossibutirrico: 


i î 
(CH = N CHo_G_ CH c-0- 
OH 
carnitina 


Nel nostro organismo, la carnitina si trova pre- 
valentemente nel muscolo scheletrico e nel miocar- 
dio (92-97%); 1° 1,6% si trova nel fegato e nel rene, 
mentre lo 0,4% si trova nei fluidi extracellulari. 


Fonti. La carnitina è fornita con la dieta dagli 
alimenti di origine animale (20 -200 mg) e dalla 
biosintesi endogena (15-30 mg); le due fonti quindi 
contribuiscono ognuna per il 50%. I precursori bio- 
sintetici della carnitina sono gli amminoacidi essen- 
ziali lisina e metionina; la via di sintesi richiede fer- 
ro, vitamina C, vitamina Bg e niacina. Nel- 


l’individuo sano non si ha carenza di carnitina, in 


quanto la dieta ne apporta un quantitativo sufficien- 
te; anche i vegani non manifestano segni da caren- 
za indicando che la sola biosintesi copre 1 fabbiso- 
gni purché siano assunte quantità adeguate di pre- 
cursori e cofattori. 


Funzioni. La carnitina svolge un ruolo fonda- 
mentale nel metabolismo degli acidi grassi (vedi 
capitolo relativo). Infatti, l’acil-CoA non può attra- 
versare la membrana mitocondriale interna. 
Pertanto la porzione acilica è trasferita alla carniti- 
na, con conseguente rilascio del CoA nel citopla- 
sma (in un processo di transacilazione reversibile 
mediato dalla acil/-CoA:carnitina transferasi |). 
L’acil-carnitina, così formata, tramite una specifica 
proteina trasportatrice (carnitina traslocasi), entra 
nel mitocondrio, dove si riforma acil-CoA a spese 
del CoA mitocondriale (in un processo di transaci- 
lazione reversibile mediato dalla aci/-CoA:carniti- 
na transferasi Il). 


acil-S - COA + carnitina S 
acil-carnitina + COA-SH 


L’acil-CoA è ossidato e degradato ad acetil- 
CoA, mentre la carnitina libera può venire ritra- 
sportata nel citoplasma. Nel muscolo l’acetil-CoA 
entra nel ciclo di Krebs, mentre nel fegato può es- 
sere utilizzato per la biosintesi dei corpi chetonici: 


quindi, la carnitina contribuisce anche al controllo 
della chetogenesi. 

La carnitina funziona anche da tampone dei 
gruppi acetile (acetil-carnitina) in casi d’eccessiva 
produzione, come avviene durante un’attività meta- 
bolica elevata. Questo impedisce la deplezione di 
CoA, cofattore importante per il funzionamento ot- 
timale del ciclo di Krebs. Inoltre, la diminuzione 
del rapporto acetil-CoA/CoA porta ad un aumento 
dell’attività della piruvato-deidrogenasi, con conse- 
guente prevenzione dell’accumulo di acido lattico. 

In base a queste funzioni biochimiche, la carniti- 
na viene assunta come integratore (sotto forma di L- 
carnitina e dei suoi esteri acetil-L-carnitina e propil- 
L-carnitina), al fine di un miglioramento della pre- 
stazione atletica, conseguente all’utilizzo di grassi e 
risparmio di glicogeno: i benefici non sono tuttavia 
dimostrati. La carnitina viene anche commercializ- 
zata come “bruciatore di grasso” (e quindi modifica- 
tore della composizione corporea), anche se non Vi è 
nessuna evidenza che la supplementazione di carni- 
tina abbia un effetto sul dimagrimento. 

La carnitina può funzionare da donatore di acili 
nel rimodellamento dei fosfolipidi di membrana, 
durante i processi di riparo dopo stress ossidativo. 
La carnitina viene anche propagandata come “an- 
tiaging” in quanto sembra sostenere la funzione mi- 
tocondriale in situazioni associate all’invecchia- 
mento. 

L’uso terapeutico di carnitina è approvato per il 
trattamento di carenze presenti, ad esempio, in pa- 
zienti con aciduria organica o in pazienti dializzati, 
che ne perdono grandi quantità a livello renale. 
Supplementi di carnitina attenuano gli effetti tossi- 
ci dell’iperammoniemia in alcune condizioni clini- 
che; questo effetto sembra mediato dalla stabilizza- 
zione dell’attività mitocondriale e/o dal manteni- 
mento del ciclo dell’urea. La supplementazione in 
carnitina diventa necessaria anche nel corso del 
trattamento con alcuni farmaci: un esempio è l’aci- 
do valproico, un potente antiepilettico, che compe- 
te con la carnitina per il trasportatore OCTN2 e ne 
limita l'ingresso nelle cellule. 
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CAPITOLO 





Struttura e funzione delle 
membrane biologiche 


(a cura di A. Prinetti) 





INTRODUZIONE 


Ogni cellula vivente esiste nella propria individualità grazie alla presenta di una 
struttura membranosa che la delimita dal mondo esterno, la membrana cellulare, o pla- 
smatica. Inoltre le cellule eucariote sono provviste anche di membrane intracellulari, 
che delimitano o sono parte fondamentale degli organelli cellulari (mitocondri, lisoso- 
mi, endosomi, perossisomi, nucleo, reticolo endoplasmatico ed apparato di Golgi) 
(Fig. 9.1). Le membrane biologiche, il cui spessore varia fra i 40 e i 60 À, svolgono 
quindi in primo luogo le funzioni di una barriera chimica e fisica che mantiene sepa- 
rati i costituenti interni della cellula dall’ambiente esterno, e che consente /a compar- 
timentalizzazione all’interno della cellula segregando specifiche reazioni chimiche 
con lo scopo di aumentare l’efficienza biochimica della cellula stessa e di governare 
la diffusione dei prodotti delle reazioni che avvengono all’interno della cellula. Le 
membrane cellulari sono però strutture altamente organizzate, dinamiche e reattive. 
Infatti esse non devono limitarsi a mantenere separati dei compartimenti differenti (la 
cellula dall’ambiente esterno, i vari compartimenti intracellulari tra di loro), bensì de- 
vono consentire reciproche interazioni funzionali tra 1 compartimenti che delimitano. 
Devono essere meccanicamente resistenti ma flessibili, in modo da consentire le mo- 
dificazioni della forma e del volume della cellula che hanno luogo durante la crescita 
ed il movimento cellulare. Devono essere in grado di rompersi e di sigillarsi nuova- 
mente in modo da consentire la creazione di strutture tubulari o vescicolari (come 
quelle coinvolte nell’endo- ed eso-citosi e nel traffico intracellulare, e nei fenomeni di 
fissione e di fusione). Devono essere caratterizzate da una permeabilità selettiva nei 
confronti di vari soluti, in modo da consentirne lo scambio tra compartimenti differen- 
ti senza la perdita della loro identità. Infine, la membrana plasmatica non rappresenta 
solo il limite fisico ma anche /’interfaccia tra la cellula ed il mondo esterno, una in- 
terfaccia che deve essere in grado di ricevere informazioni provenienti dall’esterno 
sotto forma di segnali molecolari di varia natura e di tradurle in messaggi chimici in 
grado di modificare i processi che avvengono all’interno della cellula stessa. 
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lulare, Piccin Nuova Libraria, Padova, 2009. 


COMPOSIZIONE E STRUTTURA 
DELLE MEMBRANE BIOLOGICHE 


Le funzioni delle varie membrane biologiche so- 
no determinate dalla loro composizione chimica, 
che a sua volta determina la loro organizzazione 
strutturale. Le membrane biologiche sono composte 
in larga parte da lipidi polari e proteine in propor- 
zioni variabili. Le proporzioni relative di lipidi e 
proteine nelle membrane biologiche riflettono le lo- 
ro funzioni biologiche. La membrana mielinica, 
un’estensione della membrana plasmatica di cellule 
specializzate del sistema nervoso che si avvolge in- 
torno agli assoni dei neuroni con funzione di isolan- 
te elettrico passivo, è tra le più ricche di lipidi. La 
membrana interna dei mitocondri, sede di una gran- 
de quantità di processi metabolici che richiedono la 
presenza di enzimi o trasportatori proteici, ha un 
contenuto proteico tra i più elevati. Le membrane 
plasmatiche delle varie cellule rappresentano una 
situazione intermedia tra questi estremi, con un rap- 
porto in massa tra proteine e lipidi approssimativa- 
mente unitario. Le membrane biologiche contengo- 
no anche carboidrati, essenzialmente quali compo- 
nenti di glicoproteine e glicolipidi. Le membrane 
plasmatiche e quelle lisosomali sono le più ricche 
in glicoconiugati. 

La composizione lipidica e proteica varia, dal 
punto di vista sia quantitativo sia qualitativo, a se- 
conda delle cellule cui le membrane appartengono 


(vedi Tabella 9.1) e per una singola cellula a secon- 
»da che si tratti delle membrane plasmatiche o di or- 
ganelli intracellulari (vedi Tabella 9.II). /n generale 
si può affermare che la composizione lipidica e pro- 
teica delle membrane riflette prerogative funziona- 
li tipiche delle singole membrane, ed è quindi diver- 


Tabella 9.I 


Composizione in proteine e lipidi della membrana 
plasmatica di due diversi tipi cellulari umani, gli eritro- 
citi e le cellule di Schwann. 
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| dati relativi a proteine, glucidi (parte glucidica delle 
proteine e glicolipidi di membrana) e lipidi corrispon- 
dono al contenuto percentuale sul peso secco delle 
membrane. | dati relativi alle singole specie lipidiche 
esprimono il contenuto percentuale sui lipidi totali. 
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Tabella 9.II 


Composizione in proteine e lipidi delle membrane cellulari ed intracellulari di epatociti di ratto. 
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diolipina; SM: sfingomielina. 


sa da membrana a membrana. La cellula tende pe- 
rò a mantenere costante la composizione di ciascu- 
na delle proprie membrane. In generale, profonde 
alterazioni della composizione e quindi della archi- 
tettura di una membrana biologica sono associate 
a stati patologici. 


| componenti lipidici 


Le principali specie lipidiche presenti nelle 
membrane biologiche sono rappresentate da lipidi 
provvisti di una porzione polare: fosfolipidi, cole- 
sterolo e glicolipidi. Questi lipidi formano la matri- 
ce di tutte le membrane biologiche. Essi posseggo- 
no una porzione idrofobica ed una idrofilica (sono 
cioè, in vario grado, molecole con caratteristiche 
anfipatiche). Quando molecole anfipatiche sono di- 
sperse in un sistema acquoso, le porzioni idrofobi- 
che tendono ad interagire tra di loro in modo da 
escludere le molecola di acqua, mentre le porzioni 
idrofiliche tendono ad interagire tra di loro e con 
l’ambiente acquoso. Molecole anfipatiche possono 
quindi in condizioni opportune generare aggregati 
polimolecolari come mice/le o liposomi, vescicole 
chiuse delimitate da un doppio strato di lipidi anfi- 
patici. Questo è ciò che succede nel caso dei fosfo- 
lipidi: un doppio strato (‘bilayer”) di molecole con 
le code idrofobiche a contatto tra di loro e le teste 
idrofiliche rivolte verso l’ambiente sia esterno sia 
interno a contatto con l’acqua, il quale rappresenta 
la struttura fondamentale di ogni membrana biolo- 


| dati relativi a proteine, glucidi e lipidi corrispondono al contenuto percentuale sul peso secco delle membra- 
ne. | dati relativi alle singole specie lipidiche esprimono il contenuto percentuale sui lipidi totali. PC: fostatidil- 
colina; PE: fosfatidil-etanolammina; PS: fosfatidil-serina; PI: fosfatidil-inositoli; PG: fosfatidil-glicerolo; CL: car- 
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gica. I fosfolipidi, ed in particolare i glicerofosfoli- 
pidi (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolammina, fo- 
sfatidilserina, fosfatidilinositoli ed acido fosfatidi- 
co), sono quindi i componenti più abbondanti e tipi- 
ci delle membrane biologiche e sono la classe più 
importante di lipidi con funzioni strutturali. Il dop- 
pio strato fosfolipidico forma una barriera imper- 
meabile agli ioni ed ai metaboliti idrofilici, preclu- 
dendo una loro equilibrazione passiva fra comparti- 
mento interno ed esterno. // principale ruolo dei fo- 
sfolipidi nelle membrane biologiche è quello di co- 
stituire l’architettura a doppio strato delle membra- 
ne stesse. La impermeabilità più o meno assoluta 
delle membrane biologiche alle molecole idrofili- 
che dipende dalla insolubilità di queste nello strato 
intermedio idrofobico del “bilayer” fosfolipidico. 
La porzione idrofobica dei glicerofosfolipidi è co- 
stituita dal diacilglicerolo, esterificato con acidi 
grassi saturi o contenenti insaturazioni singole 0 
multiple in geometria cis. Le proprietà complessive 
di una membrana biologica sono dettate sia dalle 
teste idrofiliche che dalla composizione delle por- 
zioni idrofobiche dei fosfolipidi che le costituisco- 
no. Ad esempio, porzioni di “bilayer” ricche in fo- 
sfatidilcolina tendono ad avere una geometria pla- 
nare, mentre la presenza di fosfatidiletanolammina 
tende ad imporre una curvatura negativa al ‘“bila- 
yer” stesso. 

Inoltre, la maggiore o minore compattezza e 
fluidità delle membrane dipende in primo luogo 
dalla natura (lunghezza della catena e grado di insa- 
turazione) degli acidi grassi presenti nei fosfolipidi 
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Tabella 9.III 


Composizione in acidi grassi dei fosfolipidi contenuti nella membrana di eritrociti umani. 


Di ciascun acido grasso è indicata la lunghezza della 
nella molecola. 


che costituiscono la membrana stessa. Anche la 
composizione in acidi grassi delle varie classi di li- 
pidi contenuti nella stessa membrana è fortemente 
diversa da un lipide all’altro (vedi Tabella 9.III), e 
dipende dal tipo di cellula e, nell’ambito della stes- 
sa cellula, dal tipo di membrana. 


Un’altra importante classe di lipidi strutturali è 
rappresentata dagli sfingolipidi. Anche gli sfingoli- 
pidi sono lipidi fortemente anfipatici, la cui porzio- 
ne idrofobica è rappresentata dal ceramide, conte- 
nente un acido grasso, legato con legame amidico 
alla base sfingoide, in genere saturo. La porzione ce- 
ramidica consente l’inserimento degli sfingolipidi 
nel bilayer in modo analogo a quello che avviene per 
1 glicerofosfolipidi. Gli sfingolipidi più rappresenta- 
ti nelle cellule di mammifero sono la sfingomielina 
(un fosfosfingolipide con la stessa testa polare della 
fosfatidilcolina) ed i glicosfingolipidi. In questi ulti- 
mi la testa idrofilica e rappresentata da mono-, di- 0 
oligo-saccaridi. La quantità ed il tipo di sfingolipidi 
presenti in una cellula dipende fortemente dal tipo di 
cellula. I neuroni, ad esempio, sono molto ricchi in 
glicosfingolipidi, ed i glicosfingolipidi neuronali so- 
no caratterizzati da porzioni idrofiliche anche note- 
volmente complesse e contenenti uno zucchero tipi- 
co, l’acido sialico , come nel caso dei gangliosidi. 
Inoltre la distribuzione in sfingolipidi delle diverse 
membrane cellulari è molto diversa nella stessa cel- 
lula: gli sfingolipidi infatti raggiungono la massima 
concentrazione nelle membrane plasmatiche, men- 
tre sono presenti in quantità molto più ridotte nelle 
membrane intracellulari. 


catena carboniosa e il numero di doppi legami presenti 





Un altro componente lipidico delle membrane è 
il colesterolo, che, assente nelle membrane batteri- 
che, rappresenta nelle membrane di alcune cellule 
animali fino al 50% dei lipidi costituenti. // coleste- 


‘rolo, molto più apolare di glicero- e sfingolipidi, 


non forma doppi strati ma si inserisce nel bilaver fo- 
sfolipidico tra le catene degli acidi grassi con il 
gruppo alcolico orientato verso l’ambiente acquoso. 

Il comportamento dei componenti lipidici della 
membrana, in particolare i fosfolipidi, subisce pro- 
fonde modificazioni con l’aumento della temperatu- 
ra. Ogni lipide di membrana è caratterizzato da una 
specifica temperatura di transizione. Al di sotto del- 
la temperatura di transizione le catene aciliche del 
lipide sono “congelate” in uno stato solido o di gel, 
caratterizzato da un alto grado di ordine e da ridotta 
libertà di movimento. Al di sopra della temperatura 
di transizione dei lipidi che lo costituiscono, un bila- 
yer esiste în uno stato fisico liquido disordinato, ca- 
ratterizzato da una elevata fluidità, nel quale le cate- 
ne aciliche sono disordinate ed altamente mobili 
(Fig. 9.2). La transizione di fase dei fosfolipidi, pro- 
cesso reversibile, si può spiegare considerando l’esi- 
stenza di un terzo tipo di stato fisico, lo stato liqui- 
do ordinato, nel quale le catene aciliche sono estese 
ed ordinate come nello stato solido ma hanno una 
certa libertà di movimento laterale, per quanto non 
così ampia come nello stato liquido disordinato. La 
temperatura di transizione è molto diversa a secon- 
da del tipo di lipide, ed è molto influenzata dal tipo 
di acido grasso presente nella porzione idrofobica. 
Per i glicerofosfolipidi, oscilla dai -22°C nel caso 
della oleilfosfatidilcolina ai 67°C in quello dell’aci- 
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Figura 9.2 Composizione di uno strato di membrana lipidica 


A, D = Zone più solide; B, C = zone più fluide. 


do dipalmitoilfosfatidico. Per 1 gangliosidi, varia tra 
7° e 35°C. Quindi i bilayer lipidici alla temperatura 
fisiologica, che è al di sopra della temperatura di 
transizione dei glicero- e sfingolipidi più abbondan- 
ti nelle membrane biologiche, sono prevalentemen- 
te in uno stato fluido. Tuttavia, dipendentemente 
dalla natura degli acidi grassi costituenti, e dalla pre- 
senza di altri componenti, quali il colesterolo, nelle 
membrane possono alternarsi zone in stato fluido 
(sia liquido ordinato che liquido disordinato) ed al- 
tre in stato solido (Fig. 9.2). Si noti che la presenza 
di colesterolo rende più solide zone con fosfolipidi 
insaturi, e più fluide zone con fosfolipidi saturi. 


Inoltre la presenza nel “bilayer” di altri componenti ‘ 


lipidici, di cationi multivalenti, di sostanze lipo-so- 
lubili, di peptidi e di proteine può modificare note- 
volmente la fluidità dello stesso. Ad esempio, lo 10- 
ne Ca?*, interagendo con le specie fosfolipidiche ca- 
riche negativamente, riduce la repulsione fra 1 grup- 
pi polari e facilita l'aggregazione di queste specie in 
“clusters”, con riduzione della fluidità globale della 
membrana. 

Nell’ambito della membrana 1 lipidi sono sogget- 
ti a tre tipi di movimento: 1) diffusione laterale, che 
consiste in una rapida traslocazione nell’ambito del 
“monolayer”; 2) diffusione rotazionale delle catene 
di acidi grassi intorno ai legami carbonio-carbonio, 
particolarmente nelle vicinanze del terminale metili- 
co. Questi due processi sono relativamente rapidi 
anche se la loro entità dipende dal grado di fluidità 
complessivo dell’area di membrana che si conside- 
ra; 3) movimento a “flip-flop” che consiste in un 
lento scambio di una molecola lipidica tra 1 due stra- 
ti del bilayer. Questo processo è fortemente sfavori- 
to per fosfo- e glicolipidi- e può avvenire solo gra- 
zie alla presenza di particolari proteine, chiamate 
‘Slippasi” e “floppasi” , che agevolano il passaggio 
del lipide dal foglietto esterno a quello interno del- 


la membrana e viceversa. Al contrario, i/ flip-flop è 
un processo relativamente semplice per il colestero- 
lo. Attraverso questo processo, probabilmente ener- 
gia-dipendente, possono essere estruse dalla cellula 
molecole lipoaffini, quali alcuni farmaci. £ verosi- 
milmente una ‘‘floppasi’”’ la glicoproteina responsa- 
bile della resistenza a farmaci presente in alcune 
cellule tumorali. I fosfolipidi possono anche trasfe- 
rirsi da membrana a membrana (per esempio da 
quelle del reticolo endoplasmatico a quelle mito- 
condriali) in un processo di scambio mediato da 
speciali proteine “carrier”, in alcuni casi specifi- 
che per singole specie fosfolipidiche. Analoghi 
“carrier”, chiamati “scramblasi” trasferiscono fo- 
sfolipidi da un foglietto all’altro della membrana, 
con meccanismo diverso da quello della “flippasi”. 
Una importante caratteristica dei lipidi nelle 
membrane biologiche è la asimmetria, cioè la loro 
preferenziale dislocazione sul foglietto esterno o in- 
terno della membrana (Fig. 9.3). La asimmetria è 
particolarmente elevata nella membrana plasmati- 
ca. Come illustrato nella Figura 9.3, tra i fosfolipidi 
fosfatidiletanolammina, fosfatidilserina e fosfatidi- 
linositoli sono collocati prevalentemente, in qual- 
che caso completamente, sul foglietto interno; la fo- 
sfatidilcolina prevalentemente sul foglietto esterno; 
la sfingomielina pure sul foglietto esterno, per 
quanto in alcuni casi prevalga su quello interno. I 
glicosfingolipidi sono quasi esclusivamente localiz- 
zati sul foglietto esterno della membrana plasmati- 
ca. Anche il colesterolo è distribuito in modo asim- 
metrico, probabilmente più concentrato sul fogliet- 
to interno, anche se questo lipide è caratterizzato da 
un flip-flop molto rapido. Anche per quanto riguar- 
da questa prerogativa a seconda del tipo di cellule 
possono presentarsi differenze significative. 


La diversa composizione lipidica delle membra- 
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Figura 9.3 Distribuzione asimmetrica dei fosfolipidi nelle membrane plasmatiche isolati da diver- 


Figura 9.3 Distribuzione asimmetrica dei fosfolipidi nelle membrane plasmatiche isolati da diver: 


se cellule 





A, eritrociti umani; B, epatociti di ratto; C, piastrine di maiale. 
PC: Fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolammina; PS: fosfatidilserina; DI: fosfatidilinositoli; SM: sfingomielina. 


ne 
cellulari e la collocazione asimmetrica dei lipidi nei 
due foglietti, entrambe fortemente regolate e speci- 
fiche per il tipo di cellula e per il tipo di membrana 
che si considera, sono la risultante di eventi diffe- 
renti: 1) le modalità con le quali avviene la biosin- 
tesi dei lipidi delle membrane e il successivo loro 
trasferimento dalla sede di sintesi alla sede di resi- 
denza; 2) il turnover differenziale dei componenti 
lipidici differenti; 3) /'azione di flippasi, floppasi e 
scramblasi; 4) fenomeni di rimodellamento locale 
della composizione lipidica delle varie membrane. 
Il principale organello responsabile per la sintesi 
dei lipidi è il reticolo endoplasmatico, che produce 
la maggior parte dei fosfolipidi con funzioni strut- 
turali ed il colesterolo. Inoltre il reticolo endopla- 
smatico è la sede di sintesi del ceramide, il precur- 
sore degli sfingolipidi più complessi. Importanti 
processi biosintetici per i lipidi strutturali avvengo- 
no anche nell’apparato del Golgi. In particolare nei 
mammiferi l’apparato del Golgi è specializzato del- 
la sintesi di sfingolipidi complessi, sfingomielina e 
glicosfingolipidi, che sono principalmente destinati 
a raggiungere la membrana plasmatica. La mem- 
brana plasmatica non presenta una significativa sin- 
tesi autonoma dei propri lipidi strutturali, tuttavia 


sulla membrana plasmatica sono presenti numerose 
attività enzimatiche di tipo sia sintetico che catabo- 
lico coinvolte nella generazione di lipidi con fun- 
zioni di trasduzione del segnale. L’idrolisi stimolo- 
mediata di glicero- e sfingolipidi a livello della 
membrana plasmatica infatti genera una serie di 
“frammenti” con funzioni di molecole messaggero. 
Alcuni di questi rimangono nella membrana pla- 
smatica, e può succedere che la loro generazione 
avvenga in quantità sufficiente a determinare varia- 
zioni significative della composizione e delle pro- 
prietà generali della membrana plasmatica stessa. 


I componenti proteici 


Nel supporto costitutivo del doppio strato lipidi- 
co sono sistemate numerose proteine (proteine di 
membrana) adibite a funzioni di trasporto, catalisi 
enzimatica, recezione di segnali, etc. A seconda del- 
le dimensioni e della composizione, le proteine 
contraggono rapporti differenti con il doppio strato 
lipidico. In linea generale le porzioni idrofobiche 
contraggono rapporti di affinità (interazioni idrofo- 
biche) con la zona idrofobica (interna) del doppio 
strato, mentre le porzioni idrofiliche contraggono 
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Figura 9.4 Interazioni lipidi-proteine nelle membrane biologiche 
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rapporti di affinità con le zone idrofiliche (superfi- 
ciali). Dipendentemente da ciò si hanno proteine in- 
trinseche, caratterizzate dalla presenza di uno o più 
tratti di sequenza con amminoacidi idrofobici che si 
approfondano nel doppio strato spesso penetrando- 
lo a tutto spessore (proteine transmembrana), e pro- 
teine estrinseche (proteine periferiche), che forma- 
no legami, generalmente salini, con la superficie in- 
terna od esterna della membrana (Fig. 9.4). 

Le proteine estrinseche contraggono legame an- 
che con regioni idrofiliche esposte in superficie di 
specifiche proteine intrinseche. Altre volte una pro- 
teina estrinseca si lega a due o più proteine intrinse- 
che limitandone fortemente la mobilità e modifi- 
cando sostanzialmente le proprietà chimico fisiche 
della membrana. È questo il caso delle /ectine, ca- 
paci di riconoscere specificamente singole strutture 
glicidiche portate da glicoproteine. Per contro le 
proteine intrinseche si legano mediante forze idro- 
fobiche alle code apolari fosfolipidiche, contribuen- 
do a diminuire la fluidità del bilayer. Gli stessi lega- 
mi idrofobici conferiscono alle proteine intrinseche 
la struttura tridimensionale richiesta per l’espleta- 
mento delle loro specifiche funzioni (enzimatiche, 
di trasporto etc.). 

Le proteine intrinseche o integrali possono esse- 
re estratte mediante agenti (esempio detergenti) che 
distruggono il bilayer; una volta isolate sono per lo 
più insolubili in acqua. Le proteine estrinseche 0 
periferiche, che sono invece solubili in acqua dopo 
il loro isolamento, possono essere rimosse dalle 
membrane mediante agenti molto più blandi, esem- 
pio urea, che non scompaginano comunque l’asset- 
to del bilayer. 


La porzione delle proteine intrinseche, partico- 
larmente di quelle trans-membrana, che attraversa- 
no il doppio strato lipidico, è costituita da uno o più 
segmenti polipeptidici ricchi di amminoacidi con 
residui idrofobici, di solito con struttura ad a-elica. 
Qualora la proteina possieda più segmenti che attra- 
versano la membrana, questi sono di solito avvici- 
nati fra di loro, con porzioni di collegamento, a 
struttura non ordinata, posizionati sulla faccia inter- 


© na ed esterna della membrana (vedi Fig. 9.5). 


Questi segmenti intramembrana sono compenetrati 
dalle catene aciliche dei fosfolipidi. 

Alcune proteine transmembrana si aggregano 
fra di loro in maniera che i segmenti transmembra- 
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Figura 9.5 Proteina intrinseca transmembrana 
contenente i segmenti idrofobici oc-elicizzati as- 
sociati tra di loro 
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Proteina intrinseca, che forma al suo interno un canale 
transmembrana, lungo il quale vengono trasportate so- 
stanze idrofiliche. 


na, associati tra di loro, formano dei canalicoli idro- 
filici, che consentono il passaggio di ioni e metabo- 
liti idrofilici. Nell'esempio presentato nella Fig. 9.6 


Foglietto lipidico della membrana 


la proteina è costituita da segmenti a-elicizzati in- 
seriti nello spessore della membrana che delimita- 
no il canalicolo rivestito internamente da residui 
idrofilici, atti a favorire il passaggio di sostanze 
idrofiliche. 

Alcune proteine estrinseche sono saldamente 
agganciate alla membrana attraverso un’àncora 
idrofobica di natura non amminoacidica inserita in 
uno dei due foglietti lipidici (Fig. 9.7). L’àncora 
può essere costituita da: (a) un acido grasso (acido 
miristico, acido palmitico), legato alla proteina con 
legame carbammidico interessante l’amminogrup- 
po di un residuo di glicina in posizione N-termina- 
le o con legame estereo implicante il gruppo ossi- 
drilico di un residuo di serina o treonina, o con le- 
game tioestereo con un residuo di cisteina; (b) un 
farnesile legato al gruppo sulfidrilico di una cistei- 
na in posizione C-terminale: (c) un ponte glicano 
fosfoinositide legato, attraverso il gruppo amminico 
della porzione fosfoetanolamminica, ad un carbos- 
sile in posizione terminale. 
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Figura 9.7 Proteine estrin- 
seche agganciate covalen- 
temente alla membrana 
attraverso àncore idrofobi- 
che inserite in uno dei due 
foglietti della membrana 
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Figura 9.8 Glicoconiugati di membrana (glicoproteine e glicolipidi) e glicocalice 


| componenti glicidici 


Le membrane cellulari contengono quantità tra- 
scurabili di carboidrati liberi, ma sono ricche di car- 
boidrati che rappresentano le porzioni glicidiche di 
glicoconiugati complessi, glicoproteine e glicolipi- 
di, i quali sono presenti in quantità variabili in tutte 
le membrane e con una concentrazione particolar- 
mente elevata nelle membrane plasmatiche. Le ca- 
tene saccaridiche legate alle glicoproteine e ai gli- 


colipidi presenti sulla membrana plasmatica sono , 


sempre proiettate verso l’ambiente extracellulare e 
costituiscono il “g/licocalice” (Fig. 9.8). Anche da 
questo punto di vista quindi le membrane plasmati- 
che sono fortemente asimmetriche. Il particolare 
orientamento verso l’esterno delle porzioni glicidi- 
che dei glicoconiugati di membrana è strettamente 
legato al loro importante ruolo funzionale: la varie- 
tà degli antigeni saccaridici legati sia a glicoprotei- 
ne che a glicolipidi fornisce un gran numero di po- 
tenziali siti di interazione per ligandi extracellulari 
di vario tipo, che sono coinvolti in numerosi feno- 
meni biologici di grande importanza per le intera- 
zioni tra la cellula ed il mondo esterno: il riconosci- 
mento da parte di anticorpi (antigeni di superficie), 
la ricezione di segnali (es. recettori ormonali), l’in- 
terazione con organismi patogeni e tossine microbi- 
che, il riconoscimento cellula-cellula, il processo di 
adesione specifica e la prevenzione di un’aggrega- 
zione non specifica con le cellule prossimali. 


Ordine ed architettura delle 
membrane biologiche: il modello 
a mosaico fluido 


Il concetto che differenti livelli di ordine contri- 


buiscono alla architettura complessiva ed alla fun- 
zione delle membrane biologiche è profondamente 
radicato nella biochimica e nella biologia cellulare. 
Il primo livello di ordine è rappresentato dalla crea- 
zione del doppio strato lipidico, una conseguenza 
delle proprietà aggregative dei lipidi anfipatici 
complessi che costituiscono le membrane biologi- 
che. Il doppio strato lipidico costituisce un confine 
fisico tra l’ambiente intra- ed extracellulare, ed un 
supporto versatile per molecole e complessi multi 
molecolari che legano fisicamente e funzionalmen- 
te questi due mondi. Il doppio strato lipidico è ca- 
ratterizzato da una serie di proprietà di base che so- 
no di grande importanza per le sue funzioni biolo- 
giche. Esso nel complesso è una struttura molto sta- 
bile, tuttavia ai suoi componenti è concesso un cer- 
to grado di mobilità laterale. L’insieme delle cono- 
scenze riguardanti i componenti lipidici e proteici 
delle membrane, le loro interazioni specifiche e 
possibilità di movimento, e la capacità di assumere 
la struttura più idonea ad esprimere funzioni speci- 
fiche, sono coerenti con il modello a mosaico fluido 
di struttura delle membrane, proposto nel 1972 da 
S.J. Singer e GL. Nicholson. Secondo questo mo- 
dello le catene aciliche dei due foglietti della mem- 
brana costituiscono un ambiente interno più o meno 
fortemente fluido nel quale “lottano” le proteine 
intrinseche. I legami idrofobici fra 1 singoli compo- 
nenti lipidici fra di loro e fra 1 componenti lipidici e 
quelli proteici costituiscono la rete di interazioni 
(deboli) che danno sufficiente compattezza alla 
membrana, consentendo per altro un grado più o 
meno ampio di libertà di movimento particolarmen- 
te per i componenti lipidici, ma anche per quelli 
proteici, della membrana. Fermo restando il concet- 
to di fluidità e di maggiore o minore libertà di mo- 
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vimento dei componenti della membrana, si sta pe- 
rò sempre più avvalorando l’ipotesi che la composi- 
zione e l'architettura della membrana varia da una 
regione all'altra della membrana stessa. In conse- 
guenza della loro relativa mobilità laterale, i com- 
ponenti delle membrane biologiche possono dispor- 
si seguendo una distribuzione laterale non omoge- 
nea lungo il piano della membrana, portando alla 
creazione di aree di membrana (“domini”) con una 
composizione molecolare ed una architettura so- 
vramolecolare fortemente differenziate. La distribu- 
zione laterale non omogenea dei componenti di 
membrana è stabilizzata dall’esistenza di interazio- 
ni laterali che stabilizzano i differenti domini delle 
membrane, portando alla creazione di un secondo 
livello di ordine nella organizzazione delle mem- 
brane biologiche. Infatti esistono interazioni reci- 
proche fra i vari componenti lipidici -fosfolipidi, 
glicolipidi, colesterolo - fra questi e le proteine, e 
fra le proteine di membrana e quelle del citoschele- 
tro. Questo livello di ordine sulla scala dei micro- 
metri è particolarmente evidente nelle cellule pola- 
rizzate, come in certe cellule epiteliali (nelle quali si 
possono distinguere con chiarezza ‘“macrodomini” 
distinti per la membrana apicale e qualla basolate- 
rale) o nei neuroni (caratterizzati dalla presenza 
nella membrana plasmatica di “macrodomini” so- 
matodendritici, assonali e sinaptici distinti), ma do- 
mini morfologicamente distinguibili specializzati in 
particolari funzioni sono presenti alla superficie di 
ogni tipo cellulare. I macrodomini di membrana so- 
no in genere caratterizzati dalla presenza di specifi- 
che componenti proteiche, e i meccanismi di traffi- 
co e smistamento differenziale delle proteine dalle 
sedi di sintesi alla membrana plasmatica il principa- 
le responsabile della creazione di domini polarizza- 
ti. Inoltre, la eterogeneità laterale nelle membrane 
biologiche è presente anche nella dimensione sub- 
micrometrica e nanometrica, come indicato dall’os- 
servazione che anche in regioni di membrana prive 
di una particolare architettura morfologicamente di- 
stinguibile, certe proteine non possono diffondere 
lateralmente in modo libero e continuo ma sono 
transientemente confinate in domini di piccole di- 
mensioni (‘microdomini’’). Ovviamente risultano 
limitate nei loro movimenti laterali tutte quelle pro- 
teine che fanno parte di complessi multi-proteici, 
come ad esempio quelle che interagiscono fisica- 
mente con recettori o canali ionici della membrana. 
Più recentemente, per spiegare le restrizioni alla li- 
bertà di movimento laterale di certe proteine di 
membrana sono state proposte teorie alternative, 
come i/ modello dello “steccato membrana-cito- 
scheletro”. Questo modello prevede che alcune 
proteine di membrana possano interagire con ele- 


menti del citoscheletro e che questa interazione crei 
una vera e propria barriera fisica che si oppone al li- 
bero movimento di altre proteine di membrana. Le 
interazioni tra proteine sono state considerate per 
molti anni il fattore principale per la stabilizzazione 
dei macro- e micro domini di membrana, ma più re- 
centemente è emerso un ruo/o rilevante dei compo- 
nenti lipidici delle membrane nel determinare l’or- 
ganizzazione laterale delle membrane stesse. In 
particolare si è evidenziato che alcuni lipidi di 
membrana, tra cui i glicosfingolipidi, contribuisco- 
no in modo determinante alla creazione dell’ordine 


care aree della membrana la cui composizione lipi- 
dica è differente rispetto a quella delle circostanti 
regioni, all’interno delle quali l’organizzazione la- 
terale è dettata dalle proprietà intrinseche dei pecu- 
liari componenti lipidici (Fig. 9.9). I glicosfingoli- 
pidi tendono a segregare all’interno del doppio stra- 
to lipidico formando zone prevalentemente nella fa- 
se liquida ordinata (mentre le aree circostanti, ric- 
che di fosfolipidi con acidi grassi insaturi, sono pre- 
valentemente in uno stato liquido disordinato). 
Queste fasi arricchite in glicosfingolipidi sono 


, quindi meno fluide dell’ambiente circostante nel 


piano della membrana, ed in esse risultano concen- 
trate numerose proteine di rilevante importanza 
funzionale. Si è ipotizzato che /'intrappolamento di 
specifiche proteine all’interno dei “lipid rafts” sia 
rilevante per le loro funzioni biologiche. I “Tipid 
rafts” sono ricchi di proteine recettoriali, di protei- 
ne con ancora glicanofosfoinositidica e di proteine 
cinasi non recettoriali, tra cui particolarmente ab- 
bondanti sono le proteine della famiglia Src. I “THipid 
rafts” rappresenterebbero quindi dei dispositivi so- 
vra molecolari utili per trasferire messaggi di vario 
tipo dall’esterno all’interno della cellula o per con- 
sentire una comunicazione tra sistemi recettoriali 
diversi, e sembra che giochino un ruolo molto im- 
portante in alcuni aspetti del “comportamento so- 
ciale” delle cellule. 


Un importante contributo alla conoscenza dei 
dettagli strutturali delle membrane, riguardante so- 
prattutto il posizionamento delle proteine intrinse- 
che nei due foglietti, e l’eventuale presenza di ag- 
gregazioni a “clusters” di alcuni componenti lipidi- 
ci, è stato offerto dalla microscopia elettronica ac- 
coppiata alla tecnica de/ congelamento-frattura, 0 
criodecappaggio (‘“‘freeze-fracture) e del congela- 
mento-stampo (freeze-etching). Questo procedi- 
mento consiste nel congelare rapidamente il prepa- 
rato di membrana e quindi sottoporlo a rapida inci- 
sione con un microtomo: si ottiene lo scollamento 
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Figura 9.9 Rappresentazione schematica di un “lipid raft” 


dei due foglietti della membrana, con esposizione 
delle superfici di adesione dei due foglietti nell’in- 
terno della membrana. Su queste si evidenziano a 
seconda della tecnica impiegata o direttamente le 
porzioni protrudenti delle proteine o le “impronte” 
lasciate da queste sulla parte interna del foglietto li- 
pidico. Inoltre più recentemente sono state svilup- 
pate tecnologie basate sull’analisi del movimento e 
delle interazioni reciproche di sonde fluorescenti 
inserite in componenti di membrana o sulla micro- 
scopia a forza atomica che consentono di ottenere 
informazioni sulla struttura fine delle membrane 
anche in cellule intatte e viventi. 


Alterazioni patologiche della 
architettura di membrana 


Visto il ruolo della membrana plasmatica come 
interfaccia attiva tra la cellula ed il mondo esterno, 
non sorprenderà l’osservazione che numerose con- 
dizioni patologiche molto comuni e di grande rile- 
vanza siano caratterizzate da alterazioni delle pro- 
prietà di membrana di alcune popolazioni cellulari. 


Glicosilazione aberrante e cancro. La glicosila- 
zione aberrante (cioè la espressione di quantità 
anomale di epitopi saccaridici associati sia a glico- 
proteine che a glicolipidi normalmente presenti nel- 
le cellule sane, o l’espressione di epitopi saccaridi- 
ci anomali, normalmente non presenti) è un feno- 
meno presente in pratica in tutti i tipi noti di tumo- 
re sperimentali ed umani. E un fenomeno noto da 
40 anni, e numerosi epitopi glicosidici costituisco- 
no specifici determinanti antigenici associati a vari 
tumori. Numerosi studi indicano che la glicosilazio- 
ne aberrante non è solo uno dei risultati della tra- 
sformazione oncogenica, ma che essa svolge anche 
ruoli attivi complessi e molteplici nel fenomeno 


della progressione tumorale, invasione e metastasi. 
Studi clinici indicano che l’espressione ad alti livel- 
li di alcuni epitopi saccaridici promuove l’invasio- 
ne e la metastasi tumorale, con una conseguente ri- 
duzione della sopravvivenza a lungo termine nei 
pazienti oncologici interessati, mentre l’espressione 
di alcuni altri epitopi glicosidici è legata alla sop- 
pressione della progressione del tumore e comporta 
tassi di sopravvivenza postoperatoria più elevati in 
pazienti che hanno subito la rimozione chirurgica di 
un tumore. I carboidrati espressi in modo anomalo 
nei glicoconiugati di cellule tumorali sono spesso di 
per sè delle molecole di adesione, in altri casi pos- 
sono modulare la funzione di altri recettori di ade- 
sione. Alcuni epitopi saccaridici sono direttamente 
coinvolti nei fenomeni adesivi, in quanto ricono- 
sciuti da proteine che legano in modo specifico epi- 
topi saccaridici (come le se/ectine). D’altra parte, la 
glicosilazione anomala di recettori di adesione co- 
me £-caderina, integrine e recettori della superfa- 
miglia delle immunoglobuline può alterare la ade- 
sione e la motilità di cellule tumorali in direzioni 
opposte, che possono determinare sia la promozio- 
ne che la inibizione della invasività e della metasta- 
si. Infine, molti glicolipidi sono in grado di alterare 
fenomeni di trasduzione del segnale essenziali per 
la sopravvivenza, la proliferazione e la invasività di 
cellule tumorali modulando la funzione di alcune 
specifiche proteine di membrana, o mediante inte- 
razioni dirette o determinando la loro segregazione 
in particolari “/ipid rafts”. Tra le proteine di mem- 
brana suscettibili alla modulazione da parte di gli- 
colipidi che rivestono interesse in questo contesto 
ricordiamo 1 recettori integrinici, recettori tirosina 
chinasici come quelli che rispondono a fattori di 
crescita, la proteina chinasi C e numerose proteine 
chinasi non recettoriali. Infine, la glicosilazione 
aberrante può fornire le basi per un’alterata intera- 
zione tra le cellule tumorali ed il sistema immunita- 
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rio, che favorirebbe la evasione delle cellule tumo- 
rali nei confronti della soppressione immunologica 
della crescita tumorale da parte dell’organismo 
ospite. 


Diabete di tipo 2 e microdomini 
lipidici di membrana 


Il diabete mellito è una malattia metabolica mol- 
to diffusa caratterizzata da livelli anormalmente al- 
ti di glucosio nel sangue. La forma più comune di 
diabete è il diabete di tipo 2. Il diabetico di tipo 2 
spesso ha livelli di insulina normali o addirittura 
elevati, tuttavia per vari motivi l’organismo in que- 
sta patologia non è in grado di rispondere in modo 
adeguato alla presenza di insulina (resistenza all’in- 
sulina). Come noto, molti degli effetti dell’insulina 
sono mediati dal suo legame con uno specifico re- 
cettore di membrana dotato di attività tirosina chi- 
nasica. Tra gli effetti mediati dalla interazione con 
questo recettore, l’insulina determina un aumentato 
“uptake” di glucosio da parte di vari tessuti (tra cui 
il tessuto muscolare, che usa il glucosio per produr- 
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re energia, ed il tessuto adiposo, che converte il glu- 
cosio in grassi di riserva) che contengono trasporta- 
tori per il glucosio di tipo 4 (GLUT4). Negli adipo- 
citi, il recettore per l’insulina forma un complesso 
con una proteina di membrana fortemente arricchi- 
ta in un particolare componente di “lipid rafts”, la 
caveolina-1. La formazione di questo complesso 
sembra essenziale per la traslocazione in membrana 
di GLUTA in seguito a legame dell’insulina con il 
recettore, che costituisce il prerequisito per l’au- 
mentato ingresso di glucosio nel tessuto adiposo in 
risposta all’ormone. In un modello sperimentale di 
resistenza all’insulina, risultano notevolmente au- 
mentati 1 livelli del glicolipide di membrana GM3 
(un ganglioside). In presenza di alti livelli di GM3, 
il recettore per l’insulina si lega preferenzialmente 
al GM3, viene spiazzato dal legame con la caveoli- 
na-1, dislocato dai “lipid rafts” arricchiti in caveoli- 
na-] e sequestrato in “lipid rafts” anomali ricchi in 
GM3. Questo evento abolisce la traslocazione di 
GLUTA4 sulla membrana ed è quindi direttamente 
responsabile per la assente risposta all’insulina in 
termini di flusso di glucosio negli adipociti (Fig. 
9.10). 
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Figura 9.10 | complesso tra caveolina-1 e recettore per l’insulina è essenziale per la traslocazio- 
ne di GLUT4 alla membrana plasmatica dell’adipocita 


In condizioni normali, il recettore per l’insulina (IR) è in larga parte associato con la proteina di membrana caveolina- 
1. La formazione del complesso IR/caveolina-1 all’interno della caveola è necessaria per consentire la attuazione del- 
la cascata di trasduzione del segnale che porta alla traslocazione del trasportatore per il glucosio GLUT4 alla mem- 
brana plasmatica dell’adipocita. La presenza di GLUT4 sulla membrana plasmatica consente l'ingresso insulina-di- 
pendente del glucosio ematico nell'adipocita. Nello stato di resistenza all’insulina, la membrana plasmatica dell’adi- 
pocita è caratterizzata dalla presenza di livelli insolitamente alti del glicolipide di membrana ganglioside GM3. Il GM3 
si lega all’IR e provoca la dissociazione dell’IR stesso dal complesso con caveolina-1, e di conseguenza determina lo 
spostamento del recettore dalla caveola a zone di membrana più fluide. La dissociazione del recettore dal complesso 
con caveolina-1 abolisce la cascata di trasduzione del segnale a valle del recettore stesso e rende impossibile la tras- 
locazione di GLUT4 alla membrana plasmatica. Di conseguenza, l'ingresso del glucosio nell’adipocita insulina-resi- 
stente non può avvenire con conseguente iperglicemia.. ( Da : K.Kabayama, T. Sato, K. Saito, N. Loberto, A. Prinetti, 
Ss. Sonnino, M. Kinjo, Y. Igarashi, J. Inokuchi . 2007,” Dissociation of the insulin receptor and caveolin-1 complex by 
ganglioside GM3 in the state of insulin resistance.” Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 104, 13678-13683. “ Copyright 
(2007) National Academy of Sciences, U.S.A “ 
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TRASPORTO TRANSMEMBRANA 


Le membrane biologiche costituiscono delle 
barriere di permeabilità altamente selettive, sì da 
consentire un trasporto di ioni e metaboliti rigorosa- 
mente controllato. 

Da un punto di vista termodinamico il trasporto 
transmembrana può essere passivo od attivo. Il tra- 
sporto transmembrana passivo, o per diffusione, ri- 
chiede la presenza di una differenza di concentra- 
zione della sostanza mobile fra i due ambienti sepa- 
rati dalla membrana, e quindi fra le due facce della 
membrana. In questo caso la sostanza si muove 
spontaneamente seguendo il gradiente, e cioè dal 
compartimento a maggiore a quello a minore con- 
centrazione della sostanza stessa. Nel trasporto 
transmembrana attivo la sostanza mobile viene in- 
vece trasportata contro gradiente, cioè verso il 
compartimento nel quale la sua concentrazione è 
maggiore. Per questa ragione il trasporto attivo non 
è spontaneo, ma richiede fornitura di energia. 


Diffusione semplice e diffusione 
facilitata 


La velocità (flusso netto) della diffusione sem- 
plice è proporzionale al gradiente di concentrazione 
della sostanza attraverso la membrana ed alla solu- 
bilità della sostanza nella fase lipidica della mem- 
brana. Pertanto, a parità di gradiente, più una so- 
stanza è lipofilica e più facilmente passa attraverso 
la membrana, per esempio penetra o esce dalla cel- 
lula. Così si spiega, ad esempio, la facile penetrabi- 
lità nelle cellule dell’etanolo, del cloroformio, 
dell’O, e della CO): tutte queste sostanze sono so- 
lubili nella fase lipidica delle membrane. Per contro 
le sostanze idrofiliche ed in particolare gli elettroli- 
ti non permeano, o molto scarsamente, attraverso le 
membrane biologiche. Molte membrane cellulari 
sono tuttavia dotate di pori o canali solitamente di 
natura proteica (“proteine-canale”) che consentono 
il passaggio, per diffusione secondo il gradiente, 
dell’acqua e di alcuni elettroliti. 

La proteina-canale riconosce la sostanza desti- 
nata al passaggio e di fatto si lega ad essa. Quindi il 
trasporto ha le caratteristiche di un processo “pro- 
teina-mediato”, e la proteina diventa la struttura che 
facilita il passaggio. Di fatto la velocità del passag- 
gio di sostanze attraverso le proteine-canale è mol- 
to superiore, a parità di gradiente, a quella di una 
diffusione semplice. Alcuni soluti, in genere nu- 
trienti e metaboliti, diffondono attraverso le mem- 
brane cellulari (in favore di gradiente) con una ve- 
locità notevolmente più elevata rispetto a quella 
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[S 
Figura 9.11 Caratteristiche cinetiche del tra- 
sporto transmembrana per diffusione semplice 


(1) (lineare) e per diffusione facilitata (2) (iperbolica satu- 


rativa). 


consentita dalle loro caratteristiche (rispetto ad 
esempio alla loro velocità di diffusione attraverso le 
membrane fosfolipidiche artificiali). Ciò è dovuto 
alla presenza nelle membrane cellulari di specifiche 
proteine (carrier), dette anche permeasi, che ne ac- 
celerano la diffusione. Esistono pertanto due moda- 
lità di diffusione (o trasporto) facilitata, entrambe 
proteina-dipendenti, la prima basata su proteine-ca- 
nale, la seconda su proteine “carrier”. Le due prin- 
cipali caratteristiche della diffusione facilitata, so- 
no la saturabilità e la specificità. La saturabilità è 
conseguenza del numero limitato di proteine addet- 
te al trasporto presenti nelle membrane, donde, co- 
me nel caso degli enzimi, la loro saturabilità da par- 
te del soluto trasportato. Per questo la diffusione fa- 
cilitata si distingue dalla diffusione semplice per la 
cinetica che è di tipo iperbolico saturativo nella pri- 
ma e di tipo normale nella seconda (Fig. 9.11). 

La specificità riflette il legame specifico fra sub- 
strato trasportato e “carrier”, analogo al legame 
“enzima-substrato”. Questa specificità include an- 
che la stereo-specificità nel senso che, ad esempio, 
solo i monosaccaridi D (non L), o gli amminoacidi 
L (non D) vengono trasportati per diffusione facili- 
tata. La Fig. 9.12 illustra schematicamente la diver- 
sa natura della diffusione semplice e di quella faci- 
litata. Il meccanismo della diffusione facilitata non 
è ancora chiaro a livello molecolare ed è verosimil- 
mente diverso a seconda dei casi. 

Le proteine canale sono costituite da monomeri 
od oligomeri che definiscono una superficie interna 
(il lume del canale) ricca di resti amminoacilici idro- 
filici, atti ad agganciare il substrato, ed una superfi- 
cie esterna idrofobica che interagisce con l’interno 
idrofobico della membrana. Esse possono essere re- 
golate direttamente, o per il tramite di proteine ac- 
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Figura 9.12 Illustrazione schematica della diffusione semplice (A) e della diffusione facilitata (B 


e C) 


In entrambi i casi la concentrazione del soluto (5) è maggiore in corrispondenza della superficie esterna ed il traspor- 
to non richiede alcuna spesa di energia. Nella “diffusione facilitata” il trasporto del soluto è facilitato da una specifi- 
ca proteina intrinseca, con funzione di canale o di carrier MP = Membrana plasmatica; E = esterno; | = interno; B 


= proteina canale; C = proteina carrier. 


cessorie, nel senso che possono essere in conforma- 
zione pervia o impervia (canali “chiusi” o ‘“aper- 
ti”) e in conformazione pervia ma con “cancelli” di 
chiusura o di apertura. In qualche caso a rendere 
pervio il canale è la stessa sostanza da trasportare. 
Questa viene preliminarmente riconosciuta da una 


specifica proteina estrinseca, legata sulla superficie ‘ 


esterna della proteina canale. Il legame della mole- 
cola di substrato alla proteina estrinseca induce una 
modificazione conformazionale del canale, che si 
apre consentendo il transito della sostanza da tra- 
sportare. 

Esempi di trasporto attraverso proteine-canale 
sono quelli del glucosio e dello scambiatore HCOx” 
/CIT negli eritrociti e le giunzioni intervallate (‘gap 
functions") presenti fra cellule adiacenti di alcuni 
tessuti. Solitamente aperte, le giunzioni intervallate 
consentono lo scambio di ioni e molecole di picco- 
lo peso tra le cellule. Esse però possono, in presen- 
za di alcuni segnali, assumere la conformazione 
chiusa. Uno di questi segnali è il Ca?* citoplasmati- 
co quando, a seguito di condizioni di danno cellula- 
re, raggiunge una elevata concentrazione. Superata 
la 5 x 10° M la giunzione si blocca, il Ca?* non pas- 
sa più attraverso la giunzione e la propagazione del- 
l’insulto lesivo si blocca. 

Particolarmente complessa è la regolazione dei 
canali di alcuni ioni, quali H*, Na*, K*, Ca?*, CT, 
canali che sono implicati nei processi della eccita- 
bilità nervosa, della neurotrasmissione, della con- 
trazione muscolare e della trasduzione transmem- 
brana di alcuni segnali bioregolatori. 

Le “proteine carrier” sono strutturalmente ido- 
nee a “muoversi” nell’ambito della porzione idrofo- 
bica interna del bilayer lipidico: una volta aggancia- 
to il substrato in nicchie idrofobiche interne posso- 


no consentirne lo spostamento da una superficie al- 
l’altra della membrana. Proteine di questo tipo sono 
gli ionofori, polipeptidi sintetizzati da microorgani- 
smi ed impiegati sovente come antibiotici, che si in- 
cuneano nelle membrane facilitando il trasporto di 
ioni particolari attraverso di esse. Citiamo, fra di es- 
si, la gramicidina e la valinomicina, che facilitano 
il trasporto del potassio, e la monensina, che facili- 
ta quello del sodio. 

Nella diffusione facilitata, mediata da proteine 
canale o proteine-carrier, il trasporto può interessa- 
re un’unica molecola, “riporto”, o più molecole, 
“cotrasporto”. Nel caso del cotrasporto le moleco- 
le, di solito due, possono essere trasportate nello 
stesso senso, ‘“sinporto”, o in sensi inversi, ‘“anti- 
porto” (Fig. 9.13). Esempio di uniporto, sinporto e 
antiporto sono, rispettivamente, la permeasi del glu- 
cosio sulla membrana eritrocitaria, il trasportatore 
glucosio-sodio della membrana degli eritrociti, e lo 
scambiatore HCO;-/CI della membrana eritrocita- 
ria. 

Come la diffusione semplice, anche la diffusio- 
ne facilitata richiede un gradiente a favore, la con- 
centrazione esterna della sostanza trasportata deve 
cioè essere superiore a quella interna. Questa situa- 
zione è resa praticamente permanente dalle modifi- 
cazioni metaboliche cui va incontro la sostanza non 
appena entrata nella cellula. Il glucosio, ad esem- 
pio, che entra nelle cellule (eritrociti, epatociti ecc.) 
per diffusione facilitata viene subito fosforilato, sic- 
ché la concentrazione intracellulare di glucosio li- 
bero è sempre molto esigua ed inferiore a quella 
esterna. Nel caso della diffusione facilitata di ioni è 
il gradiente di concentrazione, realizzato dall’azio- 
ne delle “pompe” ioniche, la premessa necessaria 
alla possibilità di diffusione. 
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Figura 9.13 Differenti sistemi di trasporto basati sul numero dei substrati trasportati e il senso 


con cui ognuno di essi viene trasportato 


Trasporto attivo 


A differenza del trasporto per diffusione, il tra- 
sporto attivo avviene contro gradiente di concentra- 
zione 0, nel caso di ioni, contro gradiente elettrochi- 
mico, e richiede conseguentemente un congruo ap- 
porto di energia, fornito dalla idrolisi dell’ ATP, dal- 
la caduta di potenziale di ossidoriduzione o dall’as- 
sorbimento di radiazioni luminose. 

Qualche volta esso è accompagnato dal simulta- 
neo trasporto di un’altra sostanza in favore di gra- 
diente. Inoltre, a differenza della diffusione, il tra- 
sporto attivo è sempre unidirezionale. Il meccani- 
smo molecolare del trasporto attivo è assimilabile a 
quello della diffusione facilitata: riconoscimento 
della sostanza da trasportare, legame di questa con 
la proteina carrier, modificazione conformazionale 
della proteina carrier, correlata all’apporto energeti- 
co. Nel trasporto attivo sostenuto dall'ATP, que- 
st’ultima fase è rappresentata dall’accoppiamento 
con la idrolisi dello stesso ATP, catalizzata da una 
ATP-asi facente parte del sistema molecolare addet- 
to al trasporto. 

Per un soluto (S) privo di carica che viene tra- 
sportato da un ambiente a minore concentrazione, 
S; ad uno a maggiore concentrazione, S., la varia- 
zione di energia libera di trasporto, A G, è: 


AG=RTIn [Se] 


Sì] 


Il costo energetico per il trasporto di un soluto 
provvisto di carica (ione) dipende dalla differenza 
non solo di concentrazione, ma anche di potenziale 
elettrico (potenziale elettrochimico) ed è quindi: 


[S2 | 
[Sa] 
in cui Z è la carica dello ione, F la costante di 
Faraday (96.480 J/V mol), e A ‘P è il potenziale 
elettrico transmembrana che, nelle membrane pla- 
smatiche delle cellule eucariote, è compreso fra 50 
e 100 mV. 

Una delle principali funzioni del trasporto attivo 
è quella di determinare asimmetria di concentrazio- 
fe di ioni fra un compartimento e l’altro, per esem- 
pio fra quello cellulare ed extracellulare. I disposi- 
tivi molecolari che consentono di trasportare ioni in 
modo da stabilire gradienti di concentrazioni ioni- 
che transmembrana prendono il nome di “pompe” 
ioniche”. Le più importanti sono /e ‘pompe 
Na*/K*”,le “pompe H* ” o protoniche, e le ‘“pom- 
pe Ca°*”. Le pompe Na*/K* sono capaci di realiz- 
zare differenze di concentrazioni delle decine di 
volte (15-30 volte); le pompe protoniche dell’ordi- 
ne delle centinaia di volte; le pompe del Ca** anche 
di oltre le diecimila volte. Il sistema di pompa pro- 
tonica-ATP sintetasi operante nella catena respira- 
toria è descritto nel capitolo “Bioenergetica mito- 
condriale”; le pompe del Ca?* sono descritte nel ca- 
pitolo che tratta il tessuto muscolare. 

Pompa Na*/K*. Nel citosol di tutte le cellule la 
concentrazione dei K* è elevata (140 mM circa) e 
bassa quella dei Na' (10 mM circa). L’opposto si 
verifica nel liquido extracellulare, nel quale la con- 
centrazione dei Na* è 140-150 mM e quella dei K° 
4-5 mM. La differenza di concentrazione è quindi 
di 14-15 volte per il Na' e di circa 30 volte per il 
K*. La pompa “Na*-K' crea e mantiene questa 
asimmetria ionica, pompando contro gradiente Na' 


A Gy = RT In 
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fuori della cellula e K* entro la cellula. Arrestandosi 
la pompa, Na e K* diffondono passivamente attra- 
verso canali della membrana annullando il gradiente. 

Della pompa “Na*-K”” è parte integrante una 
ATP-asi che fornisce al sistema l’energia del lega- 
me y dell’ATP. Per ogni molecola di ATP idrolizza- 
ta la pompa espelle 3 Na* e fa entrare 2 K*: il pro- 
cesso è pertanto e/ettrogenico, rendendo la superfi- 
cie interna della membrana plasmatica più elettro- 
negativa di quella esterna e stabilendo un potenzia- 
le di membrana di -50/-100 mV. Nelle cellule ner- 
vose e muscolari la pompa “Na'/K*” ripristina la 
polarizzazione dovuta all’asimmetrica distribuzio- 
ne dei due ioni, temporaneamente perduta durante 
lo stimolo. I gradienti transmembrana di concentra- 
zione Na* e K* sono essenziali per le funzioni cel- 
lulari: nell’organismo umano circa il 25% e nel si- 
stema nervoso non meno del 50% del fabbisogno 
energetico è assorbito dalla pompa “Na'/K'”. La 
pompa “Na'/K'” è inibita da piccole concentrazio- 
ni di ovabaina e di altri steroidi vegetali del gruppo 
della digitale, noti come cardiotonici per la loro 
azione inotropa a livello cardiaco. 

La pompa “Na'/K*”, detta anche ATP-asi Na*, 
K* dipendente, della membrana plasmatica, è una 
proteina tetramerica (vedi Figura 9.14) costituita da 
due subunità maggiori, a, di 100 KDa ognuna, e da 
due subunità minori, B, di 40 KDa ciascuna. Sia le 
subunità o che le } si estendono attraverso tutto lo 
spessore della membrana; le subunità o hanno una 
porzione citosolica molto abbondante al contrario 
delle subunità PB, nelle quali prevale la porzione 


Sito per 
l'uabaina 





Sito per il Na* 


esposta verso l’ambiente extracellulare, contenente 
tre catene oligosaccaridiche per subunità. Le sub- 
unità x sono quelle essenziali sia per il trasporto io- 
nico sia per la rottura del legame pirofosforico ter- 
minale dell’ATP: ciascuna di esse possiede siti di 
legame per l’ATP e il Na‘, posizionati nella porzio- 
ne citosolica, e siti di legame per il K* e l’ouabaina 
collocati nella porzione extracellulare. Nel funzio- 
namento dell’ATP-asi Na', K*, si suppone che in 
ogni ciclo operativo il complesso tetramerico passa 
da una forma non fosforilata (ATP-asi I), con alta 
affinità per il Na* e bassa affinità per il K*, ad una 
forma fosforilata (ATP-asi II) che, al contrario, ha 
bassa affinità per il Na' e alta affinità per il K*. La 
conversione da una forma all’altra è catalizzata da 
attività enzimatiche (proteina-chinasi e fosfatasi) 
contenute nello stesso complesso: 


(1) ATP  ADP 
ATP-asi Nat, Kt )__T  P-ATP-asi Nat, K* 
(1) (11) 


(2) HoO Pi 


P-ATP-asi Nat, K+ SZ ATP-asi Nat, K* 
(11) (1) 


Ogni ciclo operativo prevede pertanto la scissio- 
ne di una molecola di ATP in ADP e Pi. 

L’ATP-asi Na”, K* I ha una conformazione ido- 
nea a legare 3 Na' del citosol; quando il Na* è lega- 
to si innesca l’attività proteina-chinasica con produ- 
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Figura 9.14 Schema della struttura dell’ATP-asi Na*,K* dipendente della membrana plasmatica 
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ATP-asi Na* K* 
Il 


Figura 9.15 Schema del funzionamento della pompa Na*, K* 


zione dell’ ATP-asi Na*, K* II, che cambia confor- 
mazione, orienta il Na' verso l’esterno e, in virtù 
dell’abbassamento dell’affinità nei suoi confronti, 
lo rilascia all’esterno. Nel frattempo essa si lega a 2 
K* dell’ambiente extracellulare attivandosi così la 
proteina-fosfatasi che stacca il fosfato e genera la 
ATP-asi Na+, K°* I, la cui conformazione espone il 
K°* legato verso l’interno. La concomitante diminu- 
zione dell’affinità per il K' fa sì che questo venga 
rilasciato nell’interno della cellula. Una rappresen- 
tazione schematica di questo meccanismo è fornita 
nella Fig. 9.15. 


Tipi di ATP-asi per il trasporto ionico. Le mo- 
dalità attraverso le quali si svolge l'accoppiamento 
delle ATP-asi al trasporto di ioni sono diverse (vedi 
Tabella 9.IV). 


Un primo gruppo di ATP-asi, dette di “fipo-P” 
(“phosphorylated”) sono costituite da proteine inte- 


grali transmembrana che durante il processo di 
“pompaggio” vanno incontro a fosforilazione-defo- 
sforilazione. Queste ATP-asi sono inibite dal vana- 
dato, analogo del fosfato. Alle ATP-asi di tipo P ap- 
partiene, oltre la già descritta ATP-asi Na', K*, la 
pompa H', K* responsabile, fra l’altro, della secre- 
zione acida gastrica, e le pompe del Ca?* situate 
sulle membrane plasmatica e del reticolo endopla- 
smatico. Un secondo gruppo di pompe ATP-asiche, 
“pompe protoniche di “tipo-V” (da “vacuolo”), non 
prevedono eventi di fosforilazione-defosforilazio- 
ne, non sono inibite dal vanadato, e sono responsa- 
bili dell’acidificazione di organelli o compartimen- 
ti intracellulari (lisosomi, endosomi, porzioni del- 
l’apparato di Golgi, vescicole di secrezione). Un 
terzo gruppo di ATP-asi di ‘fipo-F” (“fattori” di ac- 
coppiamento energetico) è costituito dalle ATP-sin- 
tetasi che utilizzano un gradiente protonico in vario 
modo costituito per sintetizzare ATP da ADP e Pi. 
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Tabella 9.IV 


| tre diversi gruppi di ATP-asi di trasporto ionico presenti nelle cellule animali. 








| plasmatica 





Determinazione del gradiente transmembrana Na*, K*; de- 
‘terminazione del potenziale elettrico transmembrana. 


Acidificazione del contenuto dello stomaco. 


| Creazione di microambienti locali a pH basso; attivazione di 


\proteasi ed altri enzimi idrolitici di membrana. 


Determinazione del gradiente transmembrana del Ca?* fra 
ambiente intra- ed extracellulare; mantenimento di una bas- 
isa concentrazione basale di Ca?* nel citosol. 


Formazione di riserve compartimentate di Ca?* intracellula- 
ire; mantenimento di una bassa concentrazione basale di 


lisosomi, endoso-|Creazione di compartimenti organellari intracellulari a basso 


imi, vescicole di|pH; attivazione di proteasi e altri enzimi idrolitici 


terna 


| Tipo-P 
| I 
Fed i plasmatica 
| H+ | plasmatica 
!Ca?* | plasmatica 
| 
Ca?2* reticolo endo- 
| plasmatico 
Ca?* nel citosol. 
| Tipo-V Ht 
secrezione, Appa- 
rato del Golgi 
(Tipo-F | Mitocondriale in-|Sintesi di ATP 


| | 
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INTRODUZIONE 


Fosforilazione ossidativa 


Per fosforilazione ossidativa si intende il processo mitocondriale in cui l’ossida- 
zione di substrati nella catena respiratoria si accoppia alla fosforilazione di ADP in 
ATP. L’energia chimica potenziale dei substrati ossidabili viene così trasformata in 
energia di legame fosforico (—P) e conservata nel legame y dell’ATP. In effetti, la fo- 

sforilazione ossidativa rappresenta la tappa finale del complesso delle reazioni cata- 
_boliche che partendo da carboidrati, acidi grassi e amminoacidi convergono verso la 
: produzione di ATP. La fosforilazione ossidativa, inoltre, è il processo quantitativamen- 
te più rilevante per la generazione dell’ ATP. L’altro processo. di formazione dell’ ATP_ 
è la fosforilazione a livello del substrato, che si verifica in due reazioni della glicolisi 
ui ‘precisamente in quelle in cui 1° 1,3- bifosfoglicerato e l’acido fosfoenolpiruvico rea- 
giscono con l’ADP per formare ATP e nella reazione del ciclo di Krebs catalizzata dal- 
la succinil-CoA sintetasi (vedi Capitolo “Metabolismo dei glucidi”). 

Una buona parte dell’energia ricavata dall’ossidazione dei nutrienti introdotti gior- 
nalmente con la dieta viene utilizzata per la continua fosforilazione dell’ ADP in ATP. 
Quest'ultimo, a sua volta, viene di continuo defosforilato in ADP liberando quell’e- 
nergia necessaria per far avvenire varie reazioni biologiche. E dunque indispensabile 
una continua fosforilazione di ADP (man mano che si forma per defosforilazione 
dell’ ATP) in ATP; questa è assicurata per il 90% circa dal processo della fosforilazio- 
ne ossidativa mitocondriale. 
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| mitocondri 


I mitocondri sono, dopo i nuclei, gli organelli 
cellulari di maggiori dimensioni; presentano usual- 
mente forma ellissoidale con diametro di 0,5-1 um 
e lunghezza di 1-10 um; grazie alla loro notevole 
plasticità sono tuttavia capaci di assumere forme as- 
sal diverse. Le loro dimensioni ed il loro numero 
per cellula riflettono l’attività ossidativa ed energe- 
tica del tessuto. Per esempio i mitocondri del mio- 
cardio, il cui metabolismo è fondamentalmente ae- 
robico, sono numerosi ed hanno notevoli dimensio- 
ni (si calcola che i mitocondri occupino il 50% cir- 
ca del volume citoplasmatico dei cardiomiociti), 
quelli del muscolo scheletrico, il cui metabolismo è 
in parte anaerobico, sono molto più scarsi e piccoli. 
La struttura del mitocondrio è quella di un sacculo 
rivestito da due membrane: la membrana esterna e 
la membrana interna, che delimitano fra loro lo 
spazio intermembrana (Fig. 10.1). La membrana 
interna, a sua volta, delimita il sub-compartimento 
più interno dei mitocondri, denominato “matrice”. 
La membrana interna, come illustrato in Fig. 10.1, 
sl invagina nella matrice mitocondriale in numero- 
se ripiegature dette “cristae”. In definitiva, i mito- 
condri presentano 4 differenti sub-compartimenti 





A Membrana 
esterna 
i Membrana 
Cristae interna 


Spazio 
intermembrana 





Membrana 
esterna 


ATP sintasi 
Membrana 
interna 


Figura 10.1 Struttura di un mitocondrio 


Matrice 


che, procedendo dall’esterno verso l’interno, sono 
rappresentati dalla membrana mitocondriale ester- 
na, dallo spazio intermembrana, dalla membrana 
mitocondriale interna ed infine dalla matrice. 

E importante osservare che le cristae conferisco- 
no alla membrana interna una superficie notevol- 
mente estesa. Anche lo sviluppo (numero e dimen- 
sioni) delle cristae riflette la capacità ossidativa del 
tessuto. I mitocondri cardiaci presentano infatti uno 
sviluppo di cristae molto elevato. Dalla superficie 
interna della membrana interna si proiettano nella 
matrice numerosi corpuscoli sferoidali peduncolati 
che rappresentano il complesso enzimatico implica- 
to nella tappa finale della produzione di ATP me- 
diante il processo della fosforilazione ossidativa, 
l’ATP sintasi (Fig. 10.1). 

Le due membrane mitocondriali hanno diversa 
composizione: anzitutto, la membrana esterna con- 
tiene meno proteine rispetto a quella interna che è 
più specializzata funzionalmente. Infatti, il proces- 


so della fosforilazione ossidativa avviene a livello 


della membrana mitocondriale interna. Inoltre, la 
membrana esterna è più ricca di fosfolipidi e contie- 
ne anche colesterolo; in essa è inoltre presente, co- 
me fosfolipide tipico, il fosfatidilinositolo; quella 


s Interna è caratterizzata, invece, dalla presenza del 


difosfatidilglicerolo o cardiolipina e dal bassissimo 





- i i aa ica ie ______i_0u0a0_10°0Rklk18e°ni/eouta1 9. 
A: rappresentazione schematica. B: fotografia al microscopio elettronico (da P. Motta, Anatomia microscopica, Piccin 


Nuova Libraria, 1984) 
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livello di colesterolo. Naturalmente, in entrambe le 
membrane mitocondriali sono presenti in maggiore 
quantità i due fosfolipidi più rappresentati nelle 
membrane biologiche, ossia la fosfatidilcolina e la 
fosfatidiletanolammina. Dal punto di vista funzio- 
nale la membrana esterna è permeabile a pressoché 
tutte le molecole aventi una massa molecolare infe- 
riore a 5 kDa. Queste permeano la membrana attra- 
verso canali creati da una proteina idrofobica, sal- 
damente inserita in membrana e denominata porina 
o VDAC (canale anionico dipendente dal voltag- 
gio). La membrana interna, invece, esercita una ri- 
gorosa selettività sul passaggio di ogni specie mole- 
colare e ionica, compresi 1 protoni. Come vedremo 
in seguito, tale relativa impermeabilità della mem- 
brana mitocondriale interna è condizione essenzia- 
le perché possa avvenire il processo della fosforila- 
zione ossidativa. Nella membrana interna, infatti, 
come indicato nella Tabella 10.I, sono presenti alcu- 
ne specifiche proteine di trasporto, denominate tra- 
sportatori o carrier che permettono il passaggio di 
varie specie cariche (metaboliti e ioni) attraverso 
l’ambiente idrofobico del doppio strato lipidico. Il 
sistema di membrane e di spazi del mitocondrio de- 
termina una “compartimentazione” degli enzimi di 
cui il mitocondrio è dotato (Tab. 10.1). 

Questa compartimentazione è presupposto indi- 
spensabile per la regolazione dei numerosi processi 
mitocondtriali. Si osservi, inoltre, che mentre alcuni 
enzimi sono localizzati nell’ambiente non struttura- 
to della “matrice” — ad esempio gli enzimi del ciclo 


Tabella 10.I 


Compartimentazione dei principali enzimi mitocon- 
driali. 
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di Krebs con l’eccezione della succinato deidroge- 
nasi — e dello “spazio intermembrana”, altri, fra cui 
il sistema della fosforilazione ossidativa, sono sal- 
damente integrati nelle membrane. È anche per 
questo che l’integrità della membrana interna è ne- 
cessaria per il processo della fosforilazione ossida- 
tiva. 

A differenza degli altri organelli cellulari, i mi- 
tocondri si ottengono per divisione di mitocondri 
preesistenti. Ogni mitocondrio è infatti dotato di 
propri DNA, RNA e ribosomi. Il DNA mitocondria- 
le, però, codifica soltanto una piccolissima parte 
delle proteine del mitocondrio: la maggior parte di 
esse sono infatti codificate dal DNA nucleare e sin- 
tetizzate nel citosol cellulare. Le proteine neosinte- 
tizzate nel citosol sono poi trasportate o “importate” 
nei mitocondri mediante l’intervento di un com- 
plesso macchinario di natura proteica localizzato 
nei vari sub-compartimenti mitocondriali. Questo 
processo, nel suo complesso, prende il nome di bio- 
genesi mitocondriale o di import delle proteine nei 
mitocondri. 

Complessivamente, i mitocondri umani presen- 
tano più di un migliaio di proteine differenti impli- 
cate in vari percorsi metabolici e nel processo della 
fosforilazione ossidativa. Perché 1 mitocondri svol- 
gano correttamente la loro funzione è importante 
uno stretto coordinamento tra il genoma nucleare e 
il genoma mitocondriale. Inoltre, è anche importan- 


. te una fine regolazione dell’espressione genica dei 


due genomi in funzione delle differenti richieste 
energetiche da parte delle cellule eucariotiche. 
Questi aspetti sono tuttora poco noti e rappresenta- 
no aree di attiva investigazione da parte di numero- 
si ricercatori. 


LA CATENA RESPIRATORIA 


La catena respiratoria è un sistema altamente or- 
ganizzato e costituito da proteine ed altri compo- 
nenti che svolgono la funzione di “trasportatori” di 
elettroni nel doppio strato lipidico della membrana 
mitocondriale interna. Questo sistema, come vedre- 
mo in seguito, è strutturato sotto forma di specifici 
complessi organizzati in maniera ben definita nella 
membrana al fine di guidare opportunamente il 
flusso elettronico verso l’ossigeno. L'energia redox 


_liberata durante questo trasferimento elettronico è 


in parte convertita in energia utilizzabile nei proces- 


sl vitali (fosforilazione ossidativa e formazione di 


gradienti ionici) ed in parte dispersa in forma di ca- 
lore. In sostanza, durante la fosforilazione ossidati- 
va avvengono varie reazioni redox che sono inne- 
scate dall’iniziale ossidazione di NADH e FADH, 
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(coenzimi piridinici e flavinici) e culminano nella 
riduzione finale dell’ossigeno molecolare ad acqua. 
Gli elettroni, prima di essere assunti dall’O;, scor- 
rono lungo una catena di trasportatori redox inte- 
grati nella membrana interna e comprendenti flavo- 
proteine, chinoni, citocromi, proteine “‘ferro-zolfo” 
e varie altre proteine di natura e funzione ancora 
non ben definite. L’energia che si libera durante 
questo flusso promuove il trasporto di protoni attra- 
verso la membrana mitocondriale interna creando 
un potenziale elettrochimico transmembrana che 
viene poi utilizzato principalmente per la sintesi 
dell'ATP. 


Vie di alimentazione della catena 
respiratoria 


La catena respiratoria per poter funzionare deve 
essere alimentata con equivalenti riducenti prove- 
nienti da vari substrati ossidabili. Con il termine 
equivalente riducente si designa un elettrone libero, 
associato ad un protone o ad un atomo di idrogeno 
formando, rispettivamente, un atomo di idrogeno 0 
uno ione idruro, che viene trasferito da un donatore 
che viene ossidato ad un accettore che viene ridot- 
to. I substrati ossidabili non sono altro che i nutrien- 
ti introdotti con l’alimentazione. Le deidrogenasi 
NAD(P)" dipendenti sono enzimi che catalizzano 
le reazioni redox in cui due atomi di idrogeno ven- 
gono sottratti da questi substrati e convogliati, nel- 
la maggior parte dei casi, verso il NAD*. Uno degli 


atomi di idrogeno sottratti viene trasferito sotto for- 
ma di ione idruro al NAD', formando in tal modo il 
coenzima piridinico in forma ridotta, il NADH, 
mentre l’altro viene rilasciato nell’ambiente circo- 
stante sotto forma di ione H*. In questo modo è av- 
venuta una reazione redox durante la quale il sub- 
strato viene ossidato e il coenzima piridinico viene 
ridotto. II NADH, comunque, si associa solo rever- 
sibilmente alle corrispondenti deidrogenasi. Le dei- 
drogenasi NAD' dipendenti, in realtà, non fanno 
parte della catena respiratoria, ma forniscono gli 
equivalenti riducenti, in forma di NADH, necessari 
per il funzionamento della catena respiratoria stes- 
sa. Tali enzimi sono localizzati nel citosol o nella 
matrice mitocondriale (o in entrambi i sub-compar- 
timenti cellulari sotto forma di isoenzimi specifici) 
e la loro funzione è quella di produrre continuamen- 
te, e in grande quantità, NADH o NADPH. La mag- 
gior parte dei substrati ossidabili dai mitocondri so- 
no NAD(P)' dipendenti (piruvato, malato, glutam- 
mato ecc.), in quanto ossidati dalle specifiche dei- 
drogenasi NAD(P)' dipendenti. Per l’azione di que- 
ste deidrogenasi e della transidrogenasi si viene a 
formare un pool intramitocondriale di NADH (Fig. 


10.2). 


Il NADPH, però, viene generalmente utilizzato 
nelle reazioni anaboliche riduttive per la sintesi di 
altre molecole importanti per l’organismo. In alcu- 
ni casi, Il NADPH può generare NADH mediante la 
reazione catalizzata dalla piridin nucleotide transi- 
drogenasi: 





Piruvato NAD* 
Isocitrato Deidrogenasi 
a-Chetoglutarato specifiche NADH 
Malato 
3-Id iacil-CoA 
REA NAD* Transidrogenasi 
NADPH 
Glutammato 


Figura 10.2 Il NAD* mitocondriale come “collettore” di tutti gli equivalenti riducenti provenienti, 
tramite le specifiche deidrogenasi, dai substrati NAD* dipendenti e, tramite la transidrogenasi, dal 


NADPH 


I NAD*, dopo aver ricevuto gli equivalenti riducenti, si riduce a NADH. Il NADH, a sua volta, cede gli equivalenti ri- 
ducenti al complesso | della catena respiratoria, riossidandosi a NAD*. 


Mii 


NADPH + NAD* > NADH + NADP+ 


ADP+Pi  ATP 


La reazione, reversibile, avviene spontaneamen- 
te da sinistra a destra, ma richiede l’energia deri- 
vante dall’idrolisi dell'ATP per decorrere nel senso 
opposto, cioè nel senso della formazione di 
NADPH. Possiamo pertanto considerare il NAD* 
mitocondriale come il ‘“’collettore”’ degli equivalen- 
ti riducenti provenienti da tutti i substrati NAD(P)* 
dipendenti. 


I componenti della catena 
respiratoria 


I componenti della catena respiratoria sono indi- 
cati in ordine di successione funzionale (dal poten- 
ziale più elettronegativo del NADH a quello più po- 
sitivo dell’O;) nella Fig. 10.3. 

Deidrogenasi flaviniche. Queste proteine 
coniugate contengono al proprio interno dei gruppi 
chimici di natura non proteica, il FMN (flavin mo- 
nonucleotide) o il FAD (flavin adenin dinucleotide). 
Questi gruppi chimici, denominati nucleotidi flavi- 
nici, sono saldamente legati alla porzione proteica 
delle deidrogenasi flaviniche. // complesso I della 


catena respiratoria (illustrato in seguito); anche. 
denominato NADH deidrogenasi, contiene una dei- 


drogenasi F.MN dipendente. Esistono anche specifi- 
che deidrogenasi flaviniche FAD dipendenti che 
convogliano elettroni al CoQ, riducendolo (Fig. 
10.3). Queste deidrogenasi sono a loro volta ridotte 
da succinato, glicerolo 3-fosfato ed acil-CoA, ri- 
spettivamente. Le prime due (succinato e glicerolo 


Glicerolo 3-fosfato deidrogenasi 


(FAD) 
Complesso Il 


CE OS 
Succinato deidrogenasi 
(FAD-FeeS) 
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3-fosfato deidrogenasi) sono enzimi di membrana, 
la terza (acil-CoA deidrogenasi) è presente nella 
matrice. La succinato deidrogenasi è anche nota 
come Complesso II della catena respiratoria (Fig. 
10.3). I nucleotidi flavinici presenti in tutte queste 
deidrogenasi possono accettare uno o due elettroni 
per volta e quindi possono accoppiare reazioni in 
cui vengono ceduti due elettroni con reazioni in cui 
ne viene accettato solo uno. i 

Coenzima Q o ubichinone. E un benzochinone 
liposolubile dotato di lunga catena laterale isopre- 
noide formata da 6 (nei lieviti) a 10 (nei mammife- 
ri) unità isopreniche. Grazie a questa catena latera- 
le alifatica, estremamente idrofobica e non ancora- 
ta ad alcuna proteina, l’ubichinone gode di ampia 
mobilità nell’ambiente lipidico della membrana mi- 
tocondriale interna. In virtù del suo carattere lipofi- 
lo e della conseguente mobilità in membrana il CoQ 
può venire in contatto da un lato con la NADH dei- 
drogenasi e con le varie flavoproteine (glicerolo 3- 
fosfato deidrogenasi, acil-CoA deidrogenasi e suc- 
cinato deidrogenasi) da cui riceve elettroni, dall’al- 
tro con il citocromo d cui li cede: questo coenzima 
funziona pertanto da “carrier mobile”. 

La Fig. 10.4 illustra il trasferimento di elettroni 
e protoni (sotto forma di atomi di idrogeno) dai co- 
enzimi flavinici (FMN o FAD) ridotti al CoQ ossi- 
dato (ubichinone), che viene conseguentemente ri- 
dotto a CoQH, o ubichinolo. 

Va tuttavia sottolineato che il CoQ può anche 
formare un semichinone relativamente stabile e par- 
tecipare quindi, oltre che al trasferimento simulta- 
neo di due elettroni, anche al trasferimento di un so- 
lo elettrone. In largo eccesso rispetto agli altri “car- 
rier” della catena respiratoria, il CoQ funziona da 
“collettore” di tutti gli equivalenti riducenti mito- 
condriali (Fig. 10.5). 


Acil-CoA deidrogenasi 


(FAD-FeeS) 


NADH —> (FMN-FeesS) — CoQ-—--> (cit. b-FeeS-cit.c,) —— cit.c-—> cit. a-ay, 0, 
lie agi SE ENT MEDA loca 


Complesso | 


Complesso III 
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Figura 10.3 I componenti della catena respiratoria e la loro successione nel trasporto degli elet- 


troni dal NADH all’'O, 
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Figura 10.4 Riduzione del CoQ da parte del FMNH, o del FADH, delle deidrogenasi flaviniche 
R = ribitolo-P) (FMNH)) o ribitolo-(D-0-P- Adenosina (FADH;) 


R} = ili TRI 
CHs 
I citocromi. Sono cromoproteine (emoproteine) 


che trasportano in serie gli elettroni dal CoQ all’os- 
sigeno: 


CoQ- cit. b-(FeeS) + cit. cc» cit. c—» cit. a-ag, > O, 


Si tratta di proteine coniugate costituite dal 
gruppo prostetico eme legato alla catena polipepti- 
dica. A differenza delle emoproteine che trasporta- 
no O, (mioglobina ed emoglobina), nelle quali il 
Fe-eme è fisiologicamente sempre allo stato ridotto 
(Fe°*), il Fe-eme dei citocromi accetta e cede un 
elettrone oscillando fra lo stato ridotto (Fe?*) e 
quello ossidato (Fe?*). I singoli citocromi differi- 
scono l’uno dall’altro per la natura della porzione 
proteica, delle catene laterali del nucleo porfirinico 
(vedi Fig. 10.6) e per il sistema di connessione fra 
gruppo eme e proteina. I citocromi sono identifica- 
bili per gli specifici spettri di assorbimento allo sta- 
to ridotto in quanto hanno la capacità di assorbire le 
radiazioni elettromagnetiche nel campo del visibile. 


Vari substrati ossidabili» NADH —»| FMN-Fe-S |1 
Succinato ——» 

Glicerolo 3-fosfato ——» 

Aci-COA —» 


Nei mitocondri ci sono tre classi di citocromi iden- 
tificabili in base ai caratteristici spettri di assorbi- 
mento della luce visibile: i citocromi a, b e c. 
Queste differenti emoproteine sono organizzate in 
maniera diversa e specifica nella membrana mito- 
condriale interna. Il citocromo c è una piccola pro- 
teina che presenta elevata mobilità e risulta localiz- 
zata sulla superficie esterna della membrana mito- 
condriale interna. I citocromi b e c;, invece, asso- 
ciati ad altre proteine, costituiscono uno specifico 
complesso della catena respiratoria, denominato 
complesso INI. I citocromi a e a3, infine, anch’essi 
associati ad altre subunità proteiche, costituiscono 
un ulteriore complesso della catena respiratoria mi- 
tocondriale, il complesso IV. In definitiva, mentre il 
citocromo c è una proteina debolmente ancorata al- 
la membrana mitocondriale interna, tutti gli altri ci- 
tocromi risultano invece fermamente inseriti nel 
doppio strato lipidico della stessa membrana. Il 
gruppo eme è covalentemente legato al citocromo 


CoQ > Complesso III 


NU 


Figura 10.5 L'ubichinone (CoQ) come collettore di tutti gli equivalenti riducenti mitocondriali 


= NADH deidrogenasi o Complesso 1; 2 = Succinato deidrogenasi o Complesso Il; 3 = Glicerolo 3-fosfato dei- 


drogenasi; 4 = Acil-CoA deidrogenasi. 
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Figura 10.6 Gruppi prostetici (gruppi eme) dei citocromi contenuti nella catena respiratoria 


Solo l’eme C è legato covalentemente alla porzione proteica. La lunga coda isoprenoide dell’eme A facilita le intera- 


zioni idrofobiche tra eme A e la proteina del citocromo. 


c, mentre è associato saldamente, ma non covalen- 
temente, agli altri citocromi. 

Il citocromo c, uno dei citocromi più studiati, è 
costituito da una corta catena polipeptidica (massa 
molecolare 12,4 kDa) che nella sua struttura tridi- 
mensionale include un gruppo eme. L’eme è legato 
covalentemente alla proteina mediante due legami 
tioeterei fra i suoi due gruppi laterali vinilici e due 
residui di cisteina della proteina. Inoltre il Fe del 
gruppo eme del citocromo c si lega con due legami 
coordinativi ad un residuo di istidina e ad uno di 
metionina rispettivamente; il Fe, inoltre, risulta le- 
gato con altri 4 legami coordinativi ai 4 nuclei pir- 
rolici del gruppo eme (Fig. 10.7). 

Funzionalmente il citocromo c agisce come 
‘carrier mobile” fra altri citocromi immobilizzati 
in membrana, il citocromo bc, (presente nel com- 


plesso III) ed il citocromo a-a;} (presente nel com- , 


plesso IV). In questa sua funzione di “navetta” il ci- 
tocromo c è facilitato dal fatto che, a differenza de- 





Figura 10.7 Citocromo c: connessioni fra pro- 
teina ed eme 
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Figura 10.8 Esempi di centri FeeS legati alle proteine ferro-zolfo 


A) singolo atomo di Fe coordinato con 4 residui di cisteina (centro Fe*S) 
B) due atomi di Fe coordinati con 4 residui di cisteina e due atomi di zolfo (centro 2Fe®25) 
C) quattro atomi di Fe coordinati con 4 residui di cisteina e 4 atomi di zolfo (centro 4Fee45S). 


gli altri citocromi che sono proieine integrali della 
membrana mitocondriale interna, esso è lassamente 
associato alla superficie esterna della stessa mem- 
brana (infatti il citocromo c è, a differenza degli al- 
tri citocromi, facilmente estraibile dai mitocondri). 


Le proteine ferro-zolfo. In queste proteine il fer- 
ro non è inserito nel gruppo prostetico eme, come 
nel caso dei citocromi, ma si trova associato ad ato- 
mi di zolfo inorganico e/o allo zolfo di residui am- 
minoacidici di cisteina della catena polipeptidica 
costituendo i cosiddetti “centri ferro-zolfo”.1I centri 
FeeS sono di vario tipo, a partire dalla struttura più 
semplice (centro Fe*S) fino a giungere a quella più 
complessa (centro 4Fe*4S) (Fig. 10.8). Le proteine 
ferro-zolfo trasferiscono un elettrone per volta in 
quanto il Fe oscilla dallo stato ferroso (Fe?*) a quel- 
lo ferrico (Fe?*). Esiste un tipo particolare di queste 
proteine, le proteine ferro-zolfo di Rieske, nelle 
quali l’atomo di ferro risulta coordinato a residui di 
Istidina invece che di cisteina. Le proteine ferro- 
zolfo sono variamente distribuite nella catena respi- 
ratoria a livello dei vari complessi localizzati nella 
membrana mitocondriale interna. 


Organizzazione sopramolecolare e 
sequenza dei complessi della 
catena respiratoria 


I componenti della catena respiratoria sono or- 
ganizzati nella membrana mitocondriale interna 
sotto forma di vari complessi macromolecolari, 


ognuno costituito da più subunità proteiche, che 
presentano un marcato carattere idrofobico. Infatti 
tali complessi sono saldamente inseriti nel doppio 
strato lipidico della membrana, al riparo dell’acqua, 


‘e sono in grado di interagire con i composti idrofi- 


lici solo in corrispondenza di determinati siti. 
L’ordine con cui i complessi della catena respirato- 
ria si susseguono funzionalmente è rappresentato 
nella Fig. 10.9. 

Il trattamento della membrana mitocondriale in- 
terna con detergenti ha consentito il frazionamento 
della catena respiratoria in 4 complessi, ciascuno 


dei quali catalizza il seguente trasferimento seg- 


mentario di elettroni: 
Complesso I: NADH + CoQ (NADH deidroge- 
nasi) 

Complesso II: Succinato + CoQ (succinato dei- 
drogenasi) 

Complesso III: CoQH; + cit. c (citocromo c re- 
duttasi) 

Complesso IV: cit. c Fe?* + O), (citocromo c 0s- 
sidasi) 

Secondo dati recenti ottenuti in varie specie ani- 
mali, compreso l’uomo, i complessi della catena re- 
spiratoria sarebbero associati non solo funzional- 
mente, come vedremo in seguito, ma anche struttu- 
ralmente. E stata infatti evidenziata la presenza, 
nella membrana mitocondriale, di stabili associa- 
zioni tra i vari complessi respiratori, denominate 
‘“supercomplessi”.Ilsignificato di questi supercom- 
plessi, aventi masse molecolari molto elevate, è 0g- 
getto di attiva investigazione da parte di vari grup- 
pi di ricerca. 

Complesso I 0 NADH deidrogenasi. Il comples- 
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Figura 10.9 Schema della catena respiratoria. Organizzazione in complessi e punti di ingresso de- 


gli elettroni derivanti da alcuni substrati 


l'acil-CoA deidrogenasi e la glicerolo 3-fosfato deidrogenasi non fanno direttamente parte della catena respiratoria, 
ma convogliano gli equivalenti riducenti verso il CoQ. Q: CoQ (forma ossidata) o CoQHo (forma ridotta). M: matri- 
ce mitocondriale; MMI: membrana mitocondriale interna; Sl: spazio intermembrana. 


Cua e Cup: atomi di rame associati al complesso IV. 


so I, denominato anche NADH deidrogenasi 0 
NADH:Co0Q ossidoreduttasi, è costituito da nume- 
rose proteine (45 subunità differenti nell’uomo) e 
contiene FMN (legato ad una specifica flavoprotei- 
na) e 8 centri “ferro-zolfo”. Dal punto di vista strut- 
turale, il complesso I può essere grossolanamente 
considerato come costituito da due grossi domini, 
uno dei quali è profondamente inserito nella mem- 
brana mitocondriale interna, mentre l’altro sporge 
nella matrice. Si tratta, in ogni caso, di una struttu- 
ra proteica che presenta un’organizzazione molto 
complessa e ancora non ben definita nei dettagli. 

Questo grande complesso multienzimatico prov- 
vede alla riossidazione di tutto il NADH solubile 
presente nella matrice mitocondriale trasformando- 
lo, quindi, in NAD*. Il complesso I della catena re- 
spiratoria convoglia poi gli equivalenti riducenti 
sottratti al NADH verso il CoQ. Durante questo tra- 
sferimento elettronico viene liberata energia (pro- 
cesso esoergonico) che serve per pompare protoni 
contro gradiente dalla matrice verso lo spazio inter- 
membrana (processo endoergonico). Questo com- 
plesso, così come il complesso III e il complesso IV, 
conserva parte dell’energia liberata dal flusso elet- 
tronico nella membrana mitocondriale interna sotto 
forma di gradiente di potenziale elettrochimico. 

Il complesso I riceve, dunque, gli equivalenti ri- 
ducenti dal NADH e li trasferisce ad una flavopro- 
teina FMN dipendente che, a sua volta, li cede, sot- 
to forma di elettroni liberi, ai vari centri “ferro-zol- 
fo”. Il sito legante il NADH sporge nella matrice 
così da poter interagire con il coenzima piridinico 


ridotto prodotto dalle varie deidrogenasi che hanno 
appunto sede nella matrice. Gli ioni ferro dei centri 
ferro-zolfo partecipano al trasporto degli elettroni, 
in quanto si riducono a Fe?* nel momento in cui ri- 
cevono gli elettroni dal FMNH, e si riossidano a 
Fe?* nel momento in cui li cedono al CoQ. 

Il trasferimento degli elettroni dai centri FeeS 
della NADH deidrogenasi al coenzima Q è inibito 
da alcune sostanze, note come inibitori della catena 
respiratoria, tra cui l’Amiia/ (un barbiturico) e il 
Rotenone (un insetticida). 

Complesso II o succinato deidrogenasi. Il com- 
plesso II è responsabile dell’ossidazione del succi- 
nato a fumarato con la contemporanea riduzione del 
FAD a FADH., Si tratta, quindi, di una delle 8 rea- 
zioni del ciclo di Krebs e la succinato deidrogenasi 
rappresenta, appunto, l’unico enzima di questo im- 
portante ciclo metabolico ad essere localizzato nel- 
la membrana mitocondriale interna. Il complesso II 
è comunque più piccolo rispetto al complesso I. E 
infatti costituito da 4 subunità proteiche nell’uomo, 
un FAD e tre centri Fe-S (centri 2Fe*2S). Gli elet- 
troni sottratti al succinato passano dapprima al FAD 
e poi agli atomi di ferro dei centri Fe*S prima di 
giungere all’accettore comune rappresentato dal 
CoQ. Nella struttura del complesso II esiste anche 
un eme è che, però, non è direttamente implicato 
nel flusso elettronico. La sua funzione è di preveni- 
re la formazione di specie reattive dell'ossigeno 
(ROS) che sono estremamente dannose per l’orga- 
nismo. A Ivello del complesso II, comunque, non 
vengono pompati protoni dalla matrice verso lo 
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spazio intermembrana in seguito al flusso elettroni- 
co dal succinato verso il CoQ. 


Vie alternative di riduzione del CoQ. Il CoQ, 
trasportatore di elettroni mobile ed idrofobico pre- 
sente nella membrana mitocondriale interna, viene 
ridotto anche da altre deidrogenasi non direttamen- 
te coinvolte nella struttura della catena respiratoria. 

La prima tappa di ossidazione degli acidi grassi 
è catalizzata dall’aci/-CoA deidrogenasi, un enzima 
presente nella matrice che sottrae equivalenti ridu- 
centi agli acidi grassi e riduce, contemporaneamen- 
te, il FAD a FADH.. L’acil-CoA deidrogenasi è, 
quindi, una flavoproteina FAD dipendente che fa 
parte del processo catabolico della f-ossidazione 
degli acidi grassi. Gli equivalenti riducenti passano 
poi all’ETFP (“Electron transfer flavoprotein”, fla- 
vopoteina che trasferisce elettroni), un’altra protei- 
na FAD dipendente. Infine, gli equivalenti riducen- 
ti giungono al CoQ tramite la ETF ubichinone ossi- 
doreduttasi, proteina che lega sia il FAD che un 
centro FeeS. 

Un'ulteriore deidrogenasi FAD dipendente, in 
grado di ridurre il CoQ, è la glicerolo 3-fosfato dei- 
drogenasi. Si tratta di una flavoproteina localizzata 
sulla faccia esterna della membrana mitocondriale 
interna che incanala gli equivalenti riducenti sot- 
tratti al glicerolo 3-fosfato verso il CoQ. Il glicero- 
lo 3-fosfato si ottiene per fosforilazione del glicero- 
lo prodotto per idrolisi dei trigliceridi oppure per ri- 
duzione del diidrossiacetonfosfato, un intermedio 
della glicolisi. 


Complesso III o complesso del citocromo bc,. Il 
CoQ in forma ridotta, CoQH, o ubichinolo, diffon- 
de rapidamente nella membrana mitocondriale inter- 
na fino al complesso III dove viene riossidato a 
CoQ. Il complesso III recupera gli equivalenti ridu- 
centi dall’ubichinolo e li trasferisce al citocromo c. 
È importante sottolineare che il complesso III è in 
grado di catalizzare il trasferimento degli elettroni 
da un trasportatore a due elettroni (il CoQ) ad un tra- 
sportatore ad un elettrone (il citocromo c). Il mecca- 
nismo molecolare mediante il quale avviene questo 
processo è molto complesso e va sotto il nome di ci- 
clo dell’ubichinone. Inoltre, il complesso III associa 
questo flusso elettronico al pompaggio di protoni 
dalla matrice verso lo spazio intermembrana, come 
già visto nel caso del complesso I. Il complesso III, 
costituito complessivamente da 11 proteine differen- 
ti, funziona nella membrana mitocondriale interna in 
forma omodimerica, cioè sotto forma di due com- 
plessi strettamente associati tra loro. 

La struttura del complesso III è stata determina- 
ta nei dettagli: esso include tre proteine con ruolo 


catalitico, il citocromo b, il citocromo cj ed una 
proteina ferro-zolfo specifica (la proteina di 
Rieske), oltre ad altre otto proteine la cui funzione 
è ancora largamente ignota. Il citocromo d contiene 
due gruppi eme differenti e localizzati in porzioni 
diverse della proteina. Gli equivalenti riducenti pas- 
sano, in maniera molto complessa, dall’ubichinolo 
al citocromo b, poi alla proteina di Rieske ed infine 
al citocromo cj. Quest'ultima proteina cede gli 
equivalenti riducenti al citocromo c, componente 
mobile della catena respiratoria, che non fa parte 
del complesso III. 

Il complesso III viene inibito in maniera specifi- 
ca dall’antimicina A e dal mixotiazolo che impedi- 
scono, quindi, la riduzione del citocromo c. 

Complesso IV o citocromo c ossidasi. Il com- 
plesso IV è il componente terminale della catena re- 
spiratoria ed è il solo complesso capace di reagire 
con l’ossigeno (donde il nome ossidasi) in un pro- 
cesso nel quale 4 elettroni, provenienti da 4 mole- 
cole di citocromo c ridotto, vengono trasferiti su 
una molecola di O, per formare due molecole di 
H0. Il trasferimento dei 4 elettroni avviene quasi 
completamente senza generazione di intermedi in- 
completamente ridotti, quali HO, o altri radicali li- 


‘ beri dell’ossigeno, dotati di proprietà lesive nei 


confronti dei componenti cellulari. Il complesso IV 
è inoltre in grado di associare questo flusso elettro- 
nico al pompaggio di protoni dalla matrice verso lo 
spazio intermembrana. 

La citocromo c ossidasi è un complesso costitui- 
to da 13 subunità proteiche e contenente due grup- 
pi eme e tre atomi di rame, tutti coinvolti nel tra- 
sporto degli elettroni. I gruppi eme della citocromo 
c ossidasi differiscono dagli altri gruppi prostetici 
presenti negli altri citocromi per la presenza di un 
gruppo formilico al posto di uno dei 4 gruppi meti- 
lici e di una catena carboniosa alifatica al posto di 
uno dei due gruppi vinilici (vedi Fig. 10.6). La sub- 
unità II del complesso IV contiene due atomi di ra- 
me, CuA, che ricevono gli equivalenti riducenti di- 
rettamente dal citocromo c ridotto. Gli equivalenti 
riducenti fluiscono, poi, verso il gruppo eme a del- 
la subunità I e da esso verso il centro binucleare co- 
stituito da eme a3-CuB che cede, infine, gli elettro- 
ni all’ossigeno molecolare. 

Il complesso IV si può legare con elevata affinità 
al cianuro (CN) ed al monossido di carbonio (CO). 
Questo legame inibisce la possibilità di reazione del 
complesso con l’ossigeno. Si spiega così la tossicità 
mortale dei cianuri e del monossido di carbonio. 

La Fig. 10.9 illustra il trasferimento degli elet- 
troni dal complesso I al complesso IV mettendo in 
evidenza la “mobilità” del CoO e del citocromo c, 
oltre che la topologia dei complessi. Si osservi che 


il citocromo c è adeso alla superficie esterna della 
membrana interna, esposto nello spazio intermem- 
brana e quindi riducibile od ossidabile da agenti re- 
dox “esterni”. Si noti che mentre nel tratto della ca- 
tena respiratoria dal NADH al CoQ, gli elettroni 
vengono trasferiti a coppie, nel tratto successivo, 
costituito dai citocromi, gli elettroni vengono tra- 
sportati singolarmente in quanto ogni citocromo 
può assumere un elettrone per volta. Il trasferimen- 
to degli elettroni avviene secondo un potenziale re- 
dox decrescente dal componente a potenziale più 
negativo [NADH], avente cioè la massima pressio- 
ne di elettroni, a quello più positivo, l’ossigeno. 

La Fig. 10.9, inoltre, mette in evidenza come i 
complessi I, III e IV agiscano anche come “pompe 
protoniche” che espellono nello spazio intermem- 
brana protoni provenienti dalla matrice mitocon- 
driale utilizzando allo scopo la caduta del potenzia- 
le di ossido-riduzione. In sostanza, i complessi del- 
la catena respiratoria utilizzano l’energia liberata 
dal trasferimento degli elettroni dal componente più 
elettronegativo [NADH] al componente più elettro- 
positivo [O;] per pompare i protoni dalla matrice 

verso lo spazio intermembrana contro gradiente di 
concentrazione. Il gradiente protonico transmem- 
_brana così formato che, in realtà, è un gradiente di 
potenziale elettrochimico, sarà poi utilizzato per la 
sintesi di ATP tramite il complesso dell’ ATP sinta- 
si. In questo modo viene realizzato l’accoppiamen- 
to tra due fenomeni: la respirazione (trasporto di 
equivalenti riducenti o elettroni all’ossigeno trami- 
te la catena respiratoria) e /a fosforilazione (fosfori- 
lazione dell’ADP ad ATP tramite l’ATP sintasi). 
L’accoppiamento di questi due processi, quindi, 
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prende complessivamente il nome di fosforilazione 
ossidativa. 


Inibitori della catena respiratoria 


Gli inibitori della catena respiratoria sono com- 
posti capaci di bloccare il flusso degli elettroni in 
corrispondenza di determinati siti, come è indicato 
nella Fig. 10.10. È ovvio che in presenza di uno di 
questi inibitori il segmento della catena respiratoria 
a monte, prossimo al substrato, è ridotto, mentre 
quello a valle, prossimo all’O., è ossidato. Il roteno- 
ne blocca il passaggio degli elettroni attraverso il 
complesso I, impedendo così l’ossidazione dei sub- 
strati NAD' dipendenti. Pertanto in presenza di ro- 
tenone solo i substrati FAD dipendenti (succinato, 
acil-CoA, ecc.), che immettono 1 loro elettroni a li- 
vello del coenzima Q, e cioè più a valle, possono 
essere ossidati. I mitocondri possono quindi respi- 
rare, ossia consumare ossigeno, solo in presenza di 
substrati che forniscono equivalenti riducenti al 
CoQ saltando il complesso I. L’ antimicina A, bloc- 
cando la tappa del complesso III, impedisce l’ossi- 
dazione di tutti i substrati NAD* e FAD dipendenti 
e consente l’ossidazione del solo ascorbato che im- 
mette 1 suoi elettroni in corrispondenza del citocro- 
mo c, sito a valle del blocco. Il cianuro, l’ossido di 
carbonio e l’azide bloccano il complesso IV, cioè 


l’ultima tappa della catena respiratoria impedendo 


l’ossidazione di qualsiasi substrato. Il cianuro e l’a- 
zide reagiscono con la forma ferrica (Fe?*) dell’eme 
del complesso IV, il CO con la forma ferrosa (Fe?*). 
L’utilizzo di questi specifici inibitori della catena 
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Figura 10.10 Schema della catena respiratoria con i siti di blocco dei vari inibitori 


MMI: membrana mitocondriale interna; M: matrice mitocondriale; Sl: spazio intermembrana. 
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respiratoria ha anche fornito delle utili indicazioni 
sulla sequenza con cui i vari complessi sono orga- 
nizzati nella membrana mitocondriale interna. 


Conversione dell'energia durante 
il flusso elettronico nella catena 
respiratoria 


Lungo la catena respiratoria gli elettroni scorro- 
no secondo gradiente dal componente con potenzia- 
le standard di riduzione più negativo (E°° NADH = 
-0,32 V), dotato cioè della massima tendenza a ce- 
dere elettroni, a quello con potenziale standard di ri- 
duzione più positivo, l’ossigeno, (E°° O, = +0,82 
V). La reazione complessiva di riossidazione del 
NADH è la seguente: 


NADH + H*t + 1/2 O, + NAD* + HO 


Essa è costituita dalle due semi-reazioni seguenti: 
NAD+ + 2H* + 2e-»+ NADH +H+t — E'° = -0,32V 
172 O, + 2H* + 26-+» HO E'° = +0,82V 


Considerando, dunque, la notevole differenza 
dei due potenziali standard di riduzione, la reazione 
complessiva procederà nel verso della riossidazione 
del NADH che cederà due equivalenti riducenti al- 
l’ossigeno, in modo da formare una molecola di ac- 
qua. 

La variazione di energia libera (AG”°), corri- 
spondente al passaggio di una coppia di elettroni da 
un trasportatore al successivo, dipende dalla varia- 
zione del relativo potenziale redox (AE’°): 


AG” = - nF x AE 


In base a questa relazione l’energia ricavabile 
dall’ossidazione di una mole di NADH è di 220 K.J 
(52,5 kcal). Infatti la differenza di potenziale fra 
NADH ed ossigeno è di 1,14 V; sostituendo questo 
valore nella precedente relazione si ha: 


AG'°=-2 x 96,5 x 1,14 = 
= —220 kj/mole di NADH 


(2 = elettroni trasferiti per mole di NADH ossidato; 
96,5 = costante di Faraday espressa in kJ/V* mole). 

Bisogna comunque sottolineare che questa va- 
riazione di energia libera si ha in condizioni stan- 
dard. Nelle condizioni reali intracellulari la varia- 
zione di energia libera può essere molto maggiore 


rispetto a quella standard. 

Nel trasferimento di una coppia di elettroni dal 
NADH all’ossigeno, trattandosi di un processo 
esoergonico, si ha pertanto la liberazione di una cer- 
ta quota di energia che sarà poi utilizzata per la sin- 
tesi di molecole di ATP che è, invece, un processo 
endoergonico. L’accoppiamento tra questi due pro- 
cessi non è, però, diretto. Infatti, l'energia liberata 
dal trasporto elettronico è utilizzata per il pompag- 
gio di protoni dalla matrice mitocondriale verso lo 
spazio intermembrana. Per ogni coppia di elettroni 
che fluisce dal NADH all’ossigeno vengono pompa- 
ti complessivamente 10 protoni, 4 a livello del com- 
plesso Ig 4 a livello del complesso II e 2 da parte 
del complesso IV. In questo modo si crea un gra- 
diente di potenziale elettrochimico attraverso la 
membrana mitocondriale interna in virtù della dif- 
ferente concentrazione di ioni H'* tra i due lati della 
membrana e della relativa separazione di carica. 
Tale gradiente di potenziale elettrochimico è una 
forma temporanea di immagazzinamento dell’ener- 
gia che successivamente porta alla sintesi di ATP 
quando i protoni rientrano nella matrice secondo 
gradiente di potenziale elettrochimico. Questo mec- 
canismo molecolare che porta alla sintesi di ATP 
mediante la creazione di una forza motrice protoni- 
ca tra i due lati della membrana mitocondriale inter- 
na va sotto il nome di modello chemiosmotico. 

E stato calcolato che l’energia liberata dal tra- 
sporto elettronico nella catena respiratoria permette 
la formazione di 2,5 molecole di ATP per ogni mo- 
lecola di NADH che viene ossidata, o per ogni ato- 
mo di ossigeno che viene ridotto. Questo rapporto è 
espresso dal /:O = 2,5, ad indicare che 2,5 moleco- 
le di fosfato inorganico (Pi) vengono incorporate 
nell’ADP (per formare ATP) per ogni atomo di os- 
sigeno che viene ridotto ad acqua. L’ossidazione del 
succinato e degli altri substrati, che cedono gli elet- 
troni al CoQ, a valle del complesso I, determina un 
rapporto P:0 = /,5 e l'ossidazione dell’ascorbato, 
che cede gli elettroni al citocromo c, dopo il com- 
plesso III, è caratterizzato da un rapporto P:0 = 
0,5. Ciò è facilmente comprensibile se si considera 
che con il succinato viene saltata la prima pompa 
protonica costituita dal complesso I e quindi 1 pro- 
toni pompati sono soltanto 6, mentre con l’ascorba- 
to vengono saltate ben due pompe protoniche, il 
complesso I e il complesso III, e quindi vengono 
estrusi dalla matrice soltanto due protoni. Da questi 
dati si può anche calcolare che per la sintesi una 
molecola di ATP è necessario il rientro nella matri- 
ce, dallo spazio intermembrana, di 4 protoni. Da ciò 
consegue anche che dai 10 protoni pompati fuori 
dalla matrice in seguito al trasferimento di una cop- 
pia di equivalenti riducenti dal NADH all’ossigeno 


deriva l’energia sufficiente per la sintesi di 2,5 mo- 
lecole di ATP. In realtà, sembrerebbe che dei 4 pro- 
toni necessari per la sintesi di una molecola di ATP, 
1 protone sia indispensabile per favorire la fuoriu- 
scita della molecola di ATP dai mitocondri e per 
l’ingresso negli stessi di un gruppo fosfato. Di ciò si 
parlerà più diffusamente in seguito. È comunque il 
caso di ricordare che questi dati necessitano anco- 
ra di una piena validazione sperimentale. Il proble- 
ma, infatti, deriva dalla complessità di questo tipo 
di determinazioni che devono essere effettuate in un 
ambiente biologico che, naturalmente, prevede una 
serie sorprendente di variabili sperimentali. 


ATP sintasi. Il complesso enzimatico che pro- 
muove la sintesi dell’ ATP (fosforilazione dell’ ADP 
in ATP) è stato individuato nei corpi peduncolati 
che dalla membrana interna si estendono nella ma- 
trice mitocondriale e nella corrispondente porzione 
proteica localizzata nello spessore della membrana 
mitocondriale interna (Fig. 10.1). Questo comples- 
so è talvolta impropriamente denominato comples- 
_so Vin analogia con i complessi della catena respi- 
ratoria. La sua funzione, però, è completamente di- 

versa dai complessi enzimatici della catena respira- 
_toria. L’ATP  sintasi è anche nota come 
“F,FATPasi” in quanto costituita da due porzioni, 
F, € F;. La porzione F, prende questo nome perché 
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è in grado di legare l’antibiotico o/igomicina che 
agisce da inibitore di questo complesso enzimatico. 
La porzione F} è anche capace di idrolizzare 1° ATP 
in ADP + Pi, donde la denominazione originaria di 
ATPasi. Tuttavia quando F, nella sua sede naturale, 
inserito cioè nella membrana mitocondriale interna 
a contatto con 1 complessi della catena respiratoria, 
viene associato a F, che sporge, invece, nella matri- 
ce, il sistema, se la catena respiratoria è funzionan- 
te, acquista la capacità di sintetizzare 1’ ATP: 


ADP + Pi =® ATP + H,0 


Da ciò deriva la denominazione del sistema en- 
zimatico, più propria, di A7P sintasi e di “accop- 
piamento” del processo della fosforilazione con 
quello ossidativo O; dipendente. 

La struttura tridimensionale del complesso 
dell’ATP sintasi è stata ampiamente studiata me- 
diante analisi cristallografica e ciò ha permesso di 
ottenere importanti informazioni utili anche per de- 
finire nei dettagli il meccanismo molecolare della 
fosforilazione di ADP ad ATP (Fig. 10.11). 
Nell'uomo, il complesso dell'ATP sintasi è costitui- 
to da 16 subunità proteiche differenti, ma solo di al- 
cune di esse si conosce la struttura tridimensionale 
nel complesso nativo. La porzione F; è costituita da 
nove subunità, c3B3Yde. Le tre subunità f si alterna- 
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Figura 10.11 Rappresentazione schematica dell'ATP sintasi 


Questo modello è stato elaborato sulla base delle informazioni ottenute con l’analisi cristallografica dell'ATP sintasi di 
lievito e di mammifero. M: matrice mitocondriale; MMI: membrana mitocondriale interna; Sl: spazio intermembrana. 


238 ® Cromoproteine trasportatrici di ossigeno 


no con le tre subunità o. in modo da creare la por- 
zione dell’ ATP sintasi che sporge nella matrice mi- 
tocondriale. Inoltre, ognuna delle tre subunità 
contiene un sito catalitico per la formazione di ATP. 
Durante questo processo, le tre subunità } vanno in- 
contro a delle significative modificazioni confor- 
mazionali che sono state ampiamente investigate e 
caratterizzate in questi ultimi anni. La porzione F,, 
invece, rappresenta la parte dell’ ATP sintasi localiz- 
zata nella membrana mitocondriale interna tramite 
la quale i protoni rientrano dallo spazio intermem- 
brana verso la matrice. Il flusso protonico, quindi, 
avviene ora in direzione opposta rispetto a quello 
precedentemente esaminato e catalizzato dalle 
pompe protoniche della catena respiratoria. La por- 
zione F, è costituita da tre subunità diverse, deno- 
minate ‘“a,b,c” e presenti nella membrana mitocon- 
driale interna in varia proporzione. Il componente 
proteico più abbondante è rappresentato da varie 
subunità c che, essendo idrofobiche, sono immerse 
nel doppio strato lipidico della membrana interna 
costituendo così il canale per il passaggio dei proto- 
ni. Le subunità b, d, Fj e OSCP (proteina che con- 
ferisce la sensibilità all’oligomicina) associano la 
subunità a alla superficie esterna del dominio F;. Le 


subunità e, f, g e A6L sono invece le cosiddette. 


“subunità minori”. 


Controllo respiratorio 


Che la sintesi dell’ ATP da ADP + Pi sia sostenu- 
ta dall’ossidazione di vari substrati ossidabili è di- 
mostrato dall’inibizione della sintesi di ATP quando 
il flusso degli elettroni nella catena respiratoria ven- 
ga specificamente inibito. Meno ovvia appare /a di- 
pendenza opposta, cioè il blocco della catena respi- 
ratoria quando la sintesi dell'ATP sia inibita o per 
mancanza di ADP, che si verifica quando tutto 
l’ADP disponibile sia stato fosforilato in ATP, o per 
inibizione dell’ ATP sintasi (per esempio per azione 
dell’oligomicina). Si tratta, invece, di un meccani- 
smo di controllo che consente di ridurre al minimo 
necessario il consumo di O, e di substrati ossidabi- 
ll quando non vi sia più bisogno di sintetizzare ATP, 
Non appena l’utilizzazione energetica dell’ ATP 
avrà prodotto ADP + Pi, il flusso degli elettroni ri- 
prenderà per risintetizzare nuovamente ATP. In altre 
parole la respirazione mitocondriale è “controllata” 
dalla disponibilità di ADP + Pi: controllo respirato- 
rio (Fig. 10.12). 

Nei mitocondri isolati il consumo di ossigeno 
dovuto al funzionamento della catena respiratoria è 
misurabile mediante l’ossigrafo, un apparecchio 
dotato di un elettrodo sensibile alle variazioni della 
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Figura 10.12 Controllo respiratorio 


Il flusso di elettroni nella catena respiratoria e quindi il 
consumo di substrati ossidabili e di O è “controllato” 
dalla disponibilità di ADP e Pi. Quando tutto l’ADP (il Pi è 
sempre in largo eccesso) è stato fosforilato, il flusso di 
elettroni si arresta per riprendere quando l’ATP viene idro- 
lizzato in ADP + Pi nelle reazioni “ATP-dipendenti”. 


concentrazione di ossigeno. Come si può rilevare 
dalla Fig. 10.13A, quando i mitocondri vengono in- 
cubati in presenza di un substrato ossidabile e di fo- 
sfato, il consumo di ossigeno, rilevabile dalla lieve 
pendenza della curva, è molto scarso. In seguito al- 


. l’aggiunta di ADP, la velocità di consumo dell’ossi- 


.geno aumenta considerevolmente, per ridursi quan- 
do tutto 1’ ADP aggiunto è stato fosforilato ad ATP. 
Una successiva aggiunta di ADP evoca analoga ac- 
celerazione del consumo di ossigeno. Questo anda- 
amento indica in maniera molto chiara la dipenden- 
za della respirazione mitocondriale dalla disponibi- 
lità di ADP che sarà fosforilato ad ATP e quindi lo 
stretto accoppiamento della respirazione dalla fo- 
sforilazione (e viceversa). L'indice del controllo re- 


spiratorio (ICR) è dato dal rapporto tra la velocità 


del consumo di ossigeno in presenza ed in assenza 
di ADP. La traccia ossigrafica permette di rilevare 
le velocità del consumo di ossigeno prima (V, o sta- 
to di riposo della respirazione) e dopo l’aggiunta di 
ADP (V; o stato attivo della respirazione); il rap- 
porto tra V3 e V4 rappresenta l’indice di controllo 
respiratorio (Fig. 10.13B). /n genere più elevato è 
questo indice, maggiore è l'efficienza fosforilativa 
dei mitocondri e più stretto l'accoppiamento fra 
processo ossidativo e fosforilativo. 


Disaccoppiamento della 
fosforilazione ossidativa 


Per azione di agenti disaccoppianti, o in parti- 
colari condizioni, la fosforilazione dell’ADP viene 
disaccoppiata dal flusso degli elettroni. 
Conseguentemente la respirazione mitocondriale 
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Figura 10.13. A Respirazione mitocondriale 


La catena respiratoria ® 239 







B 
Mitocondri 
250 substrati 
ADP 
ha 200 
' 150 2,4-dinitrofenolo 
3 
= 100 
50 
0 
0 1 2 3 4 
Tempo (min) 


Il consumo di ossigeno da parte dei mitocondri isolati è fortemente stimolato dall’aggiunta di ADP in presenza di sub- 


strati ossidabili. 


Figura 10.13. B Indice di controllo respiratorio (ICR)= v3/v4 


Disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa determinato dal 2,4-dinitrofenolo. 


non è più controllata dalla fosforilazione e l'energia 
viene dissipata sotto forma di calore. La condizione 
di disaccoppiamento è rilevabile all’ossigrafo dal 


rapido consumo di ossigeno insensibile alla presen- , 


za di ADP e Pi (Fig. 10.13B). Ciò significa che i mi- 
tocondri “disaccoppiati”’ hanno perduto la capacità 
di sintetizzare ATP, che invece inibirebbe, se pro- 
dotto, il flusso degli elettroni e quindi il consumo di 
O». Un tipico agente disaccoppiante è il 2,4-dinitro- 
fenolo, un tempo usato come farmaco dimagrante, 
finché non se ne riconobbe la tossicità. 
Somministrato in vivo, il 2,4-dinitrofenolo aumenta 
il metabolismo basale e produce altre manifestazio- 
ni che ricordano l’ipertiroidismo. Molto più attivo 
del 2,4-dinitrofenolo è il CCCP (m-clorocarbonil- 
cianuro fenilidrazone) correntemente usato negli 
esperimenti su mitocondri isolati. Questi disaccop- 
pianti sono acidi deboli dotati di proprietà idrofobi- 
che. L’idrofobicità consente la loro diffusione attra- 
“verso la membrana mitocondriale interna ed il loro 
ingresso nella matrice in forma protonata. Infatti, 
questi composti si protonano nello spazio inter- 
_ membrana dove la concentrazione di H* è più alta 
in seguito al funzionamento della catena respirato- 
_ ria e poi diffondono attraverso la membrana mito- 
condriale interna. La loro dissociazione nella matri- 
ce, che implica il rilascio di protoni in questo sub- 
compartimento dei mitocondri, dissipa il gradiente 
protonico creato dal flusso elettronico. Disaccop- 


pianti della fosforilazione ossidativa sono anche gli 
ionofori capaci di consentire direttamente o indiret- 
tamente il passaggio di protoni attraverso la mem- 
brana mitocondriale, eliminando quindi il gradiente 
protonico. La valinomicina, ad esempio, trasporta 
rapidamente il K*, abbondante nel citosol, all’inter- 
no dei mitocondri, neutralizzando in tal modo l’ec- 
cesso di cariche negative nella matrice e diminuen- 
do contestualmente la componente elettrica della 


forza motrice protonica. 


Agenti disaccoppianti endogeni, presenti cioè 
nell’organismo, sono la firoxina (ad elevate concen- 


trazioni, quali si possono ottenere in talune condi- 


zioni di ipertiroidismo) e gli acidi grassi. Anche 
l’invecchiamento dei mitocondri è accompagnato 
da un progressivo disaccoppiamento. 

La produzione di calore da parte dell'organismo 
(termogenesi), necessaria per il mantenimento della 
temperatura corporea, è in parte da attribuirsi ad un 


parziale disaccoppiamento della fosforilazione os- 


sidativa. 

Tale disaccoppiamento si verifica fisiologica- 
mente nel grasso bruno, tessuto molto ricco di mi- 
tocondri, che si riscontra con particolare abbondan- 
za negli animali neonati ed ancor più in quelli iber- 
nanti. I mitocondri presenti nel grasso bruno tra- 


— sformano in calore tutta l’energia derivante dall’os- 


sidazione dei substrati. La loro funzione principale 
consiste, appunto, nella produzione di calore, un 


240 ®@ Bioenergetica mitocondriale 


processo noto come fermogenesi. Nella membrana 
interna dei mitocondri del tessuto adiposo è conte- 
nuta una grande quantità della proteina /ermogeni- 
na, anche nota come proteina disaccoppiante ] 
(UCPI). Mediante questa proteina si ha il rientro 
dei protoni dal citosol nella matrice mitocondriale 
disaccoppiando, quindi, l'ossidazione dei substrati 
dalla produzione di ATP e generando, conseguente- 
mente, calore. 


MECCANISMO DELLA 
FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA 


Come accennato in precedenza, l’interdipenden- 
za del trasporto di elettroni e della sintesi dell’ ATP 
è razionalizzata dal modello chemiosmotico propo- 
sto dall’inglese Perer Mitchell, per questo insignito 
del premio Nobel nel 1978. Il modello chemiosmo- 
tico permette di chiarire come avvenga la trasduzio- 
ne energetica nei mitocondri, ossia come l’energia 
liberata durante il flusso degli elettroni nella catena 
respiratoria (processo esoergonico) sia utilizzata 
per la sintesi di molecole di ATP tramite 1’ ATP sin- 
tasi (processo endoergonico). 

Secondo questo modello il flusso degli elettroni 
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lungo la catena respiratoria crea sulle due superfici 
della membrana mitocondriale interna una differenza 
di potenziale elettrochimico. Ciò avviene come con- 
seguenza dell’estrusione di protoni dalla matrice, in- 
dotta dal passaggio degli elettroni nella catena respi- 
ratoria. Si crea così un gradiente di pH (alcalino al- 
l’interno) ed elettrico (negativo all’interno), reso pos- 
sibile dall’impermeabilità della membrana interna al 
libero passaggio di protoni e di altri ioni (Fig. 10.14). 
L'energia libera di questo gradiente elettrochimico è 
stata denominata ‘forza motrice protonica”. 

Il rientro dei protoni nella matrice avviene se- 
condo gradiente di potenziale elettrochimico attra- 
verso un apposito canale (F;) situato nello spessore 
del complesso della ATP sintasi (Fig. 10.14). 

Il passaggio dei protoni attraverso questo com- 
plesso è accoppiato alla fosforilazione dell’ ADP ed 
è regolato in modo che, quando non sono più dispo- 
nibili ADP e Pi, il passaggio stesso dei protoni si ar- 
resta. È sorprendente che in queste condizioni si ar- 
resta anche il flusso degli elettroni lungo la catena 
respiratoria. Secondo questo modello è dunque / 
movimento dei protoni accoppiato al. flusso degli 
elettroni che connette l'energia redox con la fosfo- 


| rilazione dell’ADP. 


Il passaggio di due elettroni, o di una coppia di 
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Figura 10.14 Schema del meccanismo della fosforilazione ossidativa: modello chemiosmotico 


Secondo questo modello il passaggio degli elettroni (e-) nella catena respiratoria induce un pompaggio di protoni dal- 
la matrice nello spazio intermembrana. Tale efflusso di protoni crea un gradiente di pH (alcalino all’interno) e di ca- 
riche (negativo all’interno). In condizioni fisiologiche i protoni estrusi potranno ritornare nella matrice solo attraverso 
Il complesso dell'ATP sintasi. Il flusso di protoni secondo gradiente di potenziale elettrochimico che avviene attraverso 
ATP sintasi, determina la fosforilazione dell’ADP Quando l’ADP non è più disponibile, il flusso di protoni si arresta e 
‘elevato gradiente elettrochimico, che viene così preservato, inibisce il flusso degli elettroni e quindi il consumo di Oo: 
in questo consiste il controllo respiratorio. Ll'oligomicina si lega specificamente alla porzione Fo dell'ATP sintasi, ini- 
bendo così il rientro dei protoni nella matrice e la sintesi dell'ATP MMI: membrana mitocondriale interna; Sl: spazio 


intermembrana; M: matrice. 





equivalenti riducenti, attraverso la catena respirato- 
ria determina complessivamente l’espulsione di die- 
ci protoni; più precisamente, 4 protoni vengono 
espulsi a livello del complesso I e del complesso III, 
e solo due protoni a livello del complesso IV. È sta- 
to poi calcolato che il rientro di 4 protoni nella ma- 
trice dallo spazio intermembrana attraverso 1’ ATP 
sintasi determina la formazione di una molecola di 
ATP. Pertanto i valori di P:0 riscontrabili sperimen- 
talmente sono perfettamente compatibili con questa 
stechiometria protonica. Per esempio l’ossidazione 
di una molecola di NADH, che induce la formazio- 
ne di 2,5 molecole di ATP (P:O = 2,5), determina ef- 
fettivamente l’espulsione ed il successivo rientro di 
10 H°*. L’esatta provenienza dei protoni che vengo- 
no espulsi attraverso la membrana mitocondriale in- 
terna in corrispondenza del passaggio degli elettroni 
nella catena respiratoria non è ancora stata definita. 

Il modello chemiosmotico ha validità generale in 
quanto razionalizza anche gli altri processi bioener- 
getici mitocondriali. Spiega, ad esempio, perché 1 
mitocondri respiranti oltre che fosforilare 1’ ADP sia- 
no capaci (alternativamente) di accumulare Ca?*. 
Gli ioni Ca?* entrano nella matrice per trasporto elet- 
troforetico proprio in virtù del gradiente elettrochi- 
mico (negativo all’interno) creato dalla respirazione. 

Secondo il modello chemiosmotico i disaccop- 
pianti rendono la membrana mitocondriale interna 
aspecificamente permeabile ai protoni, sicché que- 


sti, non appena estrusi grazie al funzionamento dei » 


complessi della catena respiratoria come pompe 
protoniche, rientrano nella matrice mediante 1 di- 
saccoppianti stessi. Si crea così un corto-circuito 
dei protoni che fa collassare il gradiente elettrochi- 
mico e dissipa l’energia redox. Secondo la stessa 
teoria l’oligomicina blocca la fosforilazione 
dell’ADP, ma non gli altri processi legati ad ener- 
gia, in quanto preclude il passaggio di protoni attra- 
verso l’ATP sintasi (Fig. 10.14). 

Infine il modello chemiosmotico rende conto 
della necessità dell’integrità della membrana inter- 
na del mitocondrio quale requisito dell’impermea- 
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bilità ai protoni ed altri ioni. Se questa condizione 
non viene soddisfatta non si forma il gradiente di 
protoni e viene a mancare la forza motrice protoni- 
ca necessaria per la sintesi dell’ATP e per gli altri 
processi mitocondriali dipendenti da energia. 
Disaccoppianti e ionofori deenergizzano i mitocon- 
dri in quanto sopprimono la fisiologica impermea- 
bilità della membrana a protoni ed altri ioni. 

In realtà il meccanismo molecolare dell’accop- 
piamento della forza motrice protonica con la sinte- 
si dell'ATP è alquanto complicato. Secondo Paul 
Boyer la forza motrice protonica viene impiegata 
non per catalizzare la reazione di sintesi dell’ ATP, 
ma per staccare l’ ATP dal sito di legame con l’enzi- 
ma. Più in dettaglio, la forza motrice protonica ver- 
rebbe impiegata per indurre una variazione confor- 
mazionale in alcune subunità dell’ATP sintasi in 
modo da diminuire l’affinità per la molecola di ATP 
neosintetizzata consentendone il rilascio. L’ATP 
sintasi, di conseguenza, sarebbe in grado di legare 
nuove molecole di ADP permettendo, quindi, la sin- 
tesi di altre molecole di ATP. Questo meccanismo 
molecolare è stato ulteriormente caratterizzato in 
base ad ulteriori studi che hanno permesso l’analisi 
strutturale dei cristalli di ATP sintasi di mammifero 
e di lievito. Questi esperimenti effettuati da /o/n 
Walker, hanno evidenziato che le tre subunità [} del- 
la porzione F; dell’ ATP sintasi subiscono delle im- 
portanti modificazioni conformazionali in seguito 
al rilascio di energia dovuto al rientro dei protoni 
secondo gradiente di potenziale elettrochimico. Le 
tre subunità 3, in relazione alla loro specifica con- 
formazione, sarebbero, una in grado di legare 
l’ATP, l’altra in grado di legare ADP + Pi, mentre la 
terza non legherebbe alcuna molecola (Fig. 10.15). 
Sorprendentemente, per la sintesi di ATP da ADP e 
Pi non sarebbe richiesta l’energia derivante dal 
flusso protonico rivolto verso la matrice. Tale ener- 
gia, invece, sarebbe utilizzata per la variazione con- 
formazionale delle subunità B con conseguente rila- 
scio dell’ATP neosintetizzato. Paul Boyer e John 
Walker hanno ricevuto nel 1997 il premio Nobel per 





Figura 10.15 Rappresentazione schematica del meccanismo molecolare per la sintesi di ATP da 


parte dell'ATP sintasi 


Le tre subunità della porzione F; dell'ATP sintasi costituiscono tre siti catalitici, indicati con L (low affinity), H (high 
affinity) e O (open), che presentano conformazioni differenti e quindi differente affinità di legame nei confronti di ATP 


e di ADP + Pi. 
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la Chimica a seguito di questi importanti studi sulla 
struttura e funzione dell’ ATP sintasi che hanno per- 
messo la comprensione del meccanismo molecola- 
re della sintesi dell’ ATP. 


TRASPORTO DI METABOLITI E DI 
IONI ATTRAVERSO LA MEMBRANA 
MITOCONDRIALE INTERNA 


Come si è detto, mentre la membrana mitocon- 
driale esterna è liberamente permeabile a tutti i me- 
taboliti ed ai composti di peso molecolare non ele- 
vato, quali gli adenin-nucleotidi, il coenzima A ecc., 
la membrana interna è impermeabile a tutti i meta- 
boliti, esclusi quelli lipofilici, e agli ioni, compresi 
i protoni. Uno dei fattori responsabili di questa im- 
permeabilità è la presenza nella membrana di e/eva- 
te quantità del fosfolipide cardiolipina. La necessi- 
tà del trasferimento di numerosi metaboliti attraver- 
so la membrana mitocondriale interna (es. l'’ATP 
che si forma nei mitocondri e viene utilizzato nel ci- 
toplasma, il piruvato che si forma nel citoplasma e 
viene ossidato nei mitocondri, ecc.) è soddisfatta 
dalla presenza nella membrana mitocondriale inter- 
na di proteine che funzionano come ?rasportatori 
specifici o traslocasi di vari metaboliti o ioni. In al- 
tri termini, si tratta di proteine di trasporto che rico- 
noscono e legano specificamente varie specie mole- 
colari cariche permettendone il passaggio attraver- 
so il doppio strato lipidico della membrana mito- 
condriale interna. Da un punto di vista meccanici- 
stico questi trasportatori catalizzano reazioni di uni- 
porto, antiporto e simporto (Fig. 10.16). 

Si ricorda che la reazione di uniporto è caratte- 
rizzata dal trasporto di una molecola o ione in una 
unica direzione senza il movimento contemporaneo 
di altre molecole; in quella di antiporto due moleco- 
le vengono scambiate attraverso la membrana in di- 
rezione opposta; nella reazione di simporto, due 
molecole attraversano la membrana nella stessa di- 
rezione. Quando due molecole o ioni attraversano 
la membrana, nella stessa direzione o in direzione 
opposta, si ha il cotrasporto. 

La reazione di uniporto di ioni mediata da tra- 
sportatori specifici è elettrogenica, in quanto il tra- 
sporto unidirezionale di una carica modifica il po- 
tenziale elettrico esistente sulle due facce della 
membrana stessa; le reazioni di antiporto e simpor- 
to sono generalmente non elettrogeniche. Esistono, 
comunque, dei casi di reazioni di antiporto e di sim- 
porto di natura elettrogenica e ciò accade quando le 
due molecole trasportate in direzione opposta (anti- 
porto) o nella stessa direzione (simporto) non sono 
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Figura 10.16 Differenti modalità di trasporto di 
varie molecole attraverso la membrana mito- 
condriale interna (MMI) 


bilanciate dal punto di vista della carica elettrica. 


Trasporto di anioni 


I più importanti trasportatori di natura proteica 
presenti in tutti 1 tipi di mitocondri catalizzano il 
passaggio attraverso la membrana mitocondriale in- 
terna degli adenin-nucleotidi, del fosfato inorganico 
e del piruvato. Si tratta di proteine di trasporto, co- 
munemente denominate carrier mitocondriali, che 
rivestono un'importanza fondamentale in quanto 
permettono la connessione metabolica tra reazioni 
che avvengono all’interno dei mitocondri e reazio- 
ni che, invece, avvengono nel citosol cellulare. La 
compartimentazione metabolica della cellula è fon- 
damentale anche per assicurare una diversa regola- 
zione delle varie reazioni implicate in processi cata- 
bolici e anabolici. I carrier mitocondriali presentano 
caratteristiche strutturali simili e per questo motivo 
sono raggruppati all’interno di una stessa famiglia 
di proteine. Sono stati identificati finora più di 40 
geni codificanti per carrier mitocondriali diversi 
nell'uomo e di seguito ne sono riportati alcuni 
esempi tra i più significativi. 

Carrier ADP/ATP. L’ATP prodotto nel processo 
della fosforilazione ossidativa all’interno dei mito- 
condri viene per gran parte esportato nel citoplasma 
per sostenere i numerosi processi ATP dipendenti 
che richiedono energia per poter avvenire. Il traspor- 
to dell’ATP all’esterno dei mitocondri, ed il conco- 
mitante ingresso dell’ ADP, è catalizzato da un siste- 
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ma di traslocazione di tipo “‘antiporto”, denominato 
carrier “ADP/ATP”, che catalizza /o scambio fra 
ATP che esce ed ADP che entra nel rapporto rigo- 
rosamente costante di 1 a 1. Come mostra la Fig. 
10.17 il carrier ADP/ATP è una proteina integrale 
della membrana mitocondriale interna che presenta 
due siti di legame per i nucleotidi adenilici; uno, ri- 
volto verso la matrice, lega una molecola di ATP e 
l’altro, verso il citosol, lega una molecola di ADP. Il 
carrier ADP/ATP catalizza il trasporto dei due nu- 
cleotidi secondo un meccanismo ancora non perfet- 
tamente noto nei dettagli molecolari. Esperimenti di 
dinamica molecolare hanno evidenziato che il car- 
rier può essere presente in due stati: /o stato c 
(‘“’cytosolic open state”) e lo stato m (‘matrix open 
state”). Nello stato c 1 ADP si lega al sito di legame 
rivolto verso il citosol, mentre nello stato m è LATP 
a legarsi al sito rivolto verso la matrice. 

In mancanza di ADP esterno, 1’ ATP prodotto nel 
mitocondrio rimane nel compartimento interno ad 
unica disposizione dei processi mitocondriali ri- 
chiedenti energia. Il trasporto catalizzato dal carrier 
ADP/ATP è elettrogenico in quanto 1 ADP che en- 
tra porta tre cariche negative contro le quattro 
dell'ATP che esce. Di conseguenza, l’attività del 
carrier ADP/ATP è favorita dal gradiente elettrochi- 
mico transmembrana. Lo scambio ATP-ADP è quin- 
di sostenuto dalla forza motrice protonica generata 
dalla catena respiratoria. 


Inibitori specifici del carrier ADP/ATP in vitro | 


sono l’attrattilato, un eteroglicoside prodotto da 
una tuberacea, la Atractylis gummifera e l’acido 
bongkrekico prodotto da una muffa: il primo, non 
permeabile attraverso la membrana mitocondriale, 
lega il carrier nello stato c; il secondo, permeabile 
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Figura 10.17 Carrier ADP/ATP 


Schema della traslocazione degli adenin-nucleotidi attra- 


verso la membrana mitocondriale interna. 


attraverso la membrana, lega il carrier quando è nel- 
lo stato m. Inibitori fisiologici di questa proteina di 
trasporto sono anche gli aci/-CoA a lunga catena. 
Quando questi si accumulano in quantità eccessiva 
inibiscono il carrier ADP/ATP mediante inibizione 
competitiva, occupando il sito degli adenin-nucleo- 
tidi. 


Carrier del fosfato e carrier dei dicarbossilati. 
Il fosfato inorganico (Pi) entra nei mitocondri in 
simporto con gli H', oppure in scambio (antiporto) 
con gli acidi dicarbossilici (succinato, malato, ecc.). 
Il trasporto in simporto con gli H* è inibito specifi- 
camente da sostanze in grado di reagire con i grup- 
pi SH liberi delle proteine (N-etilmaleimide INEM] 
e Mersalvl); il trasporto in scambio con gli acidi di- 
carbossilici è inibito dal buti/lmalonato e dal 
Mersalyl. Questi due diversi meccanismi di ingres- 
so degli ioni fosfato nei mitocondri sono dovuti al- 
la presenza di due distinte proteine di trasporto, ap- 
partenenti alla famiglia dei carrier mitocondriali, 
denominate “carrier del fosfato” (responsabile del- 
la reazione di simporto) e “carrier dei dicarbossila- 
ti” (responsabile della reazione di antiporto) (Fig. 
10.18). 

Come il trasporto degli adenin-nucleotidi anche 
quello del fosfato è essenziale per il processo della 
fosforilazione ossidativa. Questo giustifica la pre- 
senza dei relativi trasportatori nei mitocondri di tut- 
ti i tessuti. 


Carrier del piruvato. Il trasporto del piruvato 


dal citoplasma, dove si forma nel processo glicoliti- 
co, all’interno dei mitocondri è reso necessario dal 
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Figura 10.18 Carrier del Pi e dicarbossilati 


Trasporto del fosfato (Pi) attraverso la membrana mito- 
condriale interna, catalizzato dal carrier del fosfato (PIC) 
e/o dal carrier dei dicarbossilati (DIC). 
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Figura 10.19 Carrier del piruvato 


Trasporto del piruvato attraverso la membrana mitocon- 
driale interna, catalizzato dal carrier del piruvato (PyC). 


fatto che il complesso della piruvato deidrogenasi è 
localizzato all’interno dei mitocondri. Analo- 
gamente al fosfato, il piruvato viene trasportato in 
simporto con gli H* mediante l’intervento di una 
specifica proteina di trasporto, il carrier del piruva- 
to (Fig. 10.19). 

Il carrier del piruvato è inibito dal fenilpiruvato, 
un metabolita che si accumula abnormemente nella 
fenilchetonuria. 

Carrier del citrato. Questo trasportatore, appar- 
tenente alla stessa famiglia dei carrier mitocondria- 
li, catalizza l’uscita di una molecola di citrato, un 
intermedio del ciclo di Krebs localizzato nella ma- 
trice, in scambio con malato (o con altre molecole) 
presenti nel citosol, mediante una reazione di anti- 
porto. In questo modo si ha uno spostamento di ato- 
mi di carbonio (esattamente l’unità acetilica incor- 
porata nella molecola del citrato) dalla matrice mi- 
tocondriale verso il citosol con lo scopo di indiriz- 
zarli verso la sintesi degli acidi grassi (Fig. 10.20). 
Infatti, la reazione di trasporto catalizzata dal ‘‘car- 
rier del citrato” ha un’importanza fondamentale 
nel caso in cui il ciclo di Krebs risulti rallentato nel- 
la matrice mitocondriale a causa di un eccesso di 
energia, sotto forma di molte molecole di ATP e/o di 
NADH intramitocondriali. In queste condizioni, 
non essendoci richiesta di ulteriore energia, le unità 
carboniose presenti nella molecola del citrato inve- 
ce di essere ossidate nel ciclo di Krebs vengono in- 
dirizzate verso la sintesi degli acidi grassi mediante 
il percorso anabolico della lipogenesi. 

Varie molecole, tra cui alcuni analoghi struttura- 
ll del citrato, inibiscono in maniera specifica il car- 
rier del citrato. £ stato recentemente dimostrato che 
la quantità del carrier del citrato presente nella 
membrana mitocondriale interna è finemente rego- 
lata da vari fattori nutrizionali ed ormonali. Tale ti- 
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Figura 10.20 Carrier del citrato 


Trasporto del citrato attraverso la membrana mitocon- 


driale interna, catalizzato dal carrier del citrato (CIC). 


po di regolazione riveste un’importanza fondamen- 
tale se si considera che il carrier del citrato è coin- 
volto nelle prime tappe della lipogenesi che condu- 
ce alla sintesi degli acidi grassi e, successivamente, 
dei trigliceridi che, alla fine, sono immagazzinati 
nel tessuto adiposo. 


Trasporto di cationi 


I mitocondri sono capaci di accumulare cationi 
anche contro gradiente di concentrazione in un pro- 
cesso dipendente da energia sostenuto dalla respira- 
zione (forza motrice protonica) o dall’idrolisi 
dell’ ATP. Anche il trasporto dei cationi attraverso la 
membrana mitocondriale interna è mediato da car- 
rier specifici. 


Cationi monovalenti. Il trasporto mitocondriale 
dei cationi monovalenti (K* e Na*), di per sé relati- 
vamente lento, è notevolmente accelerato, in ma- 
niera artificiale, da alcuni antibiotici (valinomicina, 
nigericina, gramicidina) che agiscono come ionofo- 
ri. Essi infatti, in virtù della natura idrofobica della 
superficie esterna della loro molecola, possono 
“sciogliersi” nello spessore fosfolipidico della 
membrana, consentendo il trasporto dei cationi ca- 
paci di accomodarsi nell’interno idrofilico della 
molecola. Esempio tipico ne è la valinomicina, io- 
noforo specifico per gli ioni K*. 

In generale, le evidenze sperimentali concorda- 
no sull’esistenza di due distinti trasportatori, di na- 
tura proteica, in grado di trasportare Na* e K* all’e- 
sterno dei mitocondri in scambio con H*: il raspor- 
tatore NHE (Na*-H* Exchanger), che trasporta Na* 
e non trasporta K°, e il trasportatore KHE (K*-H* 
Exchanger), che trasporta K*, ma che può anche 
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Figura 10.21 Trasporto degli ioni Na* e K*+ at- 


traverso la membrana mitocondriale interna 


trasportare Na". 

Nella membrana mitocondriale interna, inoltre, 
sono presenti dei canali in grado di consentire i/ tra- 
sporto di K* mediante un meccanismo di uniporto 
(Fig. 10.22). Questi canali, simili a quelli presenti 
nella membrana plasmatica di vari tipi cellulari, de- 
vono essere finemente regolati, al fine di prevenire 
un collasso del potenziale di membrana, presente a 
livello della membrana mitocondriale interna. In 


particolare, esiste un canale per il K* ATP-regolato . 


mitoK jrp), un canale per il K* a larga conduttan- 
ATI pP "8 
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Figura 10.22 Carrier di K*. Uniporto degli ioni 
K+ attraverso la membrana mitocondriale inter- 
na. 


za attivato dagli ioni Ca°?* (mitoBK.,), un canale 
per il K* voltaggio-dipendente (mitoKv1.3) e un ca- 
nale per il K* con un duplice poro (TASK-3). 


Cationi bivalenti. I mitocondri di tutti i tessuti 
possono accumulare ioni Ca°* anche contro gra- 
diente di concentrazione in un processo energia-di- 
pendente sostenuto fisiologicamente dal flusso di 
elettroni nella catena respiratoria. Il trasporto degli 
ioni Ca°* nei mitocondri è di tipo uniporto ed è spe- 
cificamente inibito dal rosso di rutenio o dagli ioni 
lantanio (La?*). Come mostra la Fig. 10.23, il tra- 
sporto degli ioni Ca°*, mediato da detto uniporto, è 
un processo ‘“elettroforetico”, nel quale la forza 
traente è costituita dal potenziale negativo presente 
sul lato interno della membrana mitocondriale in- 
terna. Tale potenziale è ovviamente creato dal fun- 
zionamento della catena respiratoria in seguito al 
pompaggio unidirezionale dei protoni catalizzato 
dai complessi I, III e IV. Il concomitante trasporto 
nei mitocondri del fosfato inorganico facilita 1l tra- 
sporto degli ioni Ca°*, in quanto ripristina all’inter- 
no dei mitocondri la “negatività” depressa dall’ac- 
cumulo degli stessi ioni Ca?*. E interessante notare 
che di fronte all’alternativa di accumulare ioni Ca°* 
o di fosforilare ADP i mitocondri di cuore danno 
precedenza all’accumulo di ioni Ca?*, come se que- 
sto fosse un processo biologicamente più rilevante. 

Il rilascio degli ioni Ca?* dai mitocondri energiz- 
zati, dovendo avvenire contro il gradiente di poten- 
ziale elettrochimico transmembrana, deve essere 
mediato da uno scambio elettro-neutro (antiporto) 
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Figura 10.23 Trasporto degli ioni Ca** attraver- 
so la membrana mitocondriale interna 


MCU = uniporto per l'ingresso di Ca** nella matrice 
MNCX = scambiatore mitocondriale Ca**/2 Na*. 


2 Na* 
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con ioni esterni, come gli ioni Na' (Fig. 10.23). 
Questo processo avviene prevalentemente nei mito- 
condri dei tessuti ‘“eccitabili” (cervello, surrene, re- 
ne). È stata anche proposta l’esistenza di un altro 
scambio elettroneutro, a livello dei mitocondri di 
fegato, in cui gli ioni Ca?* sono trasportati in sim- 
porto con un anione, il P1. L'esistenza di questo tra- 
sportatore, tuttavia, è basata su studi teorici e non su 
evidenze sperimentali. 

Il processo complessivo di accumulo e rilascio 
degli ioni Ca°* nei mitocondri (ciclo mitocondriale 
del Ca?*), è essenziale per l’omeostasi del calcio 
nel citoplasma e per l’attività Ca?* dipendente di 
alcuni enzimi mitocondriali, quali la piruvato, la &- 
chetoglutarato e la isocitrato deidrogenasi. 


I COMPOSTI RICCHI DI ENERGIA 


L’ATP prodotto nei processi di fosforilazione 0s- 
sidativa e di fosforilazione a livello del substrato 
può essere defosforilato in ADP o per idrolisi, cata- 
lizzata dalle ATPasi (a), o per cessione del fosfato 
ad altri composti (R), catalizzata dalle chinasi (b): 


a) ATP + H;30 > ADP + Pi 
b) ATP+R- ADP+R-P 


Il distacco idrolitico del gruppo fosforico Y 
dell’ ATP implica una diminuzione dell’energia li- 
bera standard (AG”°), che a pH 7,4 ed alla tempera- 
tura di 25 °C è di -30,5 kJ/mole (-7,5 kcal/mole). 
Questo valore cambia considerevolmente con il pH. 
Inoltre la circostanza che nella cellula le concentra- 
zioni di ATP, ADP e fosfato inorganico sono molto 


inferiori a quelle standard e fra loro non equimola- 
ri, rende il valore della AG (variazione di energia li- 
bera in condizioni reali) di idrolisi dell’ ATP sensi- 
bilmente diverso da quello delle condizioni stan- 
dard e certamente più elevato di 30,5 kJ/mole. 
Oltre alla molecola dell’ ATP, esistono altri com- 
posti ricchi di energia, elencati nella Tabella 10.II 
con i relativi legami contrassegnati con il simbolo + 
( ‘“squiggle bond”). Si considerano composti “ric- 
chi di energia” quelli i cui valori di energia libera 
standard di idrolisi sono uguali o superiori a quel- 
lo dell'ATP, “poveri di energia” gli altri. In termi- 
ni termodinamici e metabolici, I ADP funge da ac- 
cettore di gruppi fosfato dai composti che hanno va- 
lori di energia libera standard di idrolisi più elevati 
o uguali a quello del legame y-terminale dell’ ATP e 
l’ATP da donatore di gruppi fosfato ai composti più 
“poveri di energia”, che hanno cioè valori inferiori 
di energia libera standard di idrolisi. La Tabella 
10.II consente di rilevare che anche l’idrolisi 
dell’ADP in AMP e Pi implica, come quella 
dell’ATP, una variazione di energia libera standard 
simile, pari a —32,8 kJ/mole (-7,8 kcal/mole); nel- 
l’idrolisi dell’AMP in adenosina e Pi la variazione 


di energia libera standard è invece di soli —14,2 
-kJ/mole (-3,4 kcal/mole). Pertanto nell’ ATP i due 


legami ye f} di tipo anidridico, sono “ricchi di ener- 
gia” e si indicano con il segno +; il terzo, di natura 
esterea, e che interessa il gruppo fosforico Q, è “po- 
vero di energia” e lo si indica con il legame conven- 
zionale —. 


Nella cellula, ADP e ATP sono in forma di com- 
plessi con gli ioni magnesio (Mg?*) e come tali par- 
tecipano alle varie reazioni metaboliche: 


Tabella 10.II 


Valori dell'energia libera standard (AG’°) di idrolisi di alcuni composti ricchi di ener- 
gia. 
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Allorché la produzione di ATP supera la sua ri- 
chiesta da parte della cellula, il radicale fosforico Y 
viene trasferito sulla creatina in una reazione cata- 
lizzata dalla creatina chinasi: 


ATP-Mg?* + creatina 5 ADP-Mg?* + fosfocreatina 


La fosfocreatina, la cui funzione precipua è 


quella di “deposito” di gruppi fosfato ricchi di ener- * 


gia, restituisce il gruppo fosfato all’ADP (per rifor- 
mare ATP) non appena ve ne sia necessità. Tale rea- 
zione è di particolare importanza nel muscolo sche- 
letrico in attiva fase di contrazione. 

La Tabella 10.II riporta anche un esempio di 
composto “ricco di energia” non fosforilato: l’ace- 
til-CoA. E il legame tio-estereo che conferisce a 
questo composto, come ad altri che si vedranno in 
seguito, una AG”° particolarmente elevata di segno 
negativo. 
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Diagnostica biochimico-clinica e terapia 


INTRODUZIONE 


Malattie mitocondriali 


Le malattie mitocondriali, o mitocondriopatie, includono un gruppo eterogeneo di 
sindromi cliniche causate da un alterato funzionamento dei mitocondri. Poiché questi 
organelli sono presenti in tutti i tessuti, le malattie mitocondriali possono interessare 
qualsiasi organo dell’organismo. L’alterato funzionamento dei mitocondri nei tessuti 
interessati determina la comparsa di deficit energetico in quanto questi organelli, co- 
me esaminato in precedenza, sono responsabili della sintesi di ATP mediante il pro- 
cesso della fosforilazione ossidativa. Più frequentemente sono colpiti il cervello e il 
muscolo, in quanto le rispettive cellule hanno particolarmente elevate necessità ener- 
getiche. Per questo motivo le malattie mitocondriali sono indicate anche come ence- 


falomiopatie. 


I mitocondri sono sotto il controllo di due genomi, quello mitocondriale (mtDNA) 
e quello nucleare (nDNA). Pertanto, i disordini mitocondriali possono essere causati 
da mutazioni presenti nel mtDNA o nel nDNA. Il DNA mitocondriale umano contie- 
ne 37 geni, 13 dei quali codificano per proteine appartenenti ai complessi della cate- 
na respiratoria e al complesso dell’ ATP sintasi (Tab. 11.1). Esso inoltre codifica per 22 
tRNA e 2 rRNA (12S e 16S) che sono necessari per l’espressione del mRNA. Le ri- 
manenti proteine mitocondriali (almeno un migliaio di proteine differenti) sono codi- 


ficate da geni nucleari, sintetizzate dai ribosomi citoplasmatici, e quindi importate ed 


assemblate nei mitocondri. Questo processo molto complesso, che si compone di va- 
rie tappe e che è reso possibile dall’intervento del ‘macchinario mitocondriale del- 

l’import”’, verrà descritto dettagliatamente nel paragrafo successivo. 
Il DNA mitocondriale viene ereditato per via materna attraverso il citoplasma del- 
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Tabella 11.I 
Proteine codificate dal miDNA. 






NADH deidrogenasi (Complesso |) 





Complesso del citocromo bc; 
(Complesso III) I 


Citocromo ossidasi (Complesso IV) 















ATP sintasi (Complesso V) 






la cellula uovo, ma molti dei difetti ereditari appar- 
tengono al genoma nucleare, poiché la maggioran- 
za delle proteine mitocondriali è importata dal cito- 
sol. 


IMPORT DELLE PROTEINE NEI 
MITOCONDRI 


La maggior parte delle proteine mitocondriali, 
come riferito sopra, è codificata dal DNA nucleare. 
Occorre, quindi, che queste proteine siano trasloca- 
te dal citosol ai mitocondri. E anche necessario che 
le poche proteine codificate dal DNA mitocondria- 
le, all’interno dei mitocondri, siano esportate dalla 
matrice nella membrana interna. Il trasporto delle 
pre-proteine (sì intendono per “pre-proteine” tutte 
le proteine neosintetizzate che devono ancora rag- 
giungere la loro localizzazione definitiva transitan- 
do attraverso i vari sub-compartimenti mitocondria- 
li) nei mitocondri è un processo molto complesso 
che si compone di varie tappe e che è reso possibi- 
le dall’intervento di un macchinario proteico alta- 
mente organizzato, definito “macchinario mitocon- 
driale dell’import” (Fig. 11.1). Quest'ultimo è in 
realtà costituito da due strutture differenti: una loca- 
lizzata a livello della membrana esterna e denomi- 
nata complesso TOM (7ranslocase of the Outer 
Membrane); V altra localizzata a livello della mem- 


brana interna e denominata complesso TIM 
(Zranslocase of the Inner Membrane). In più, diver- 
si chaperone localizzati nel citosol, nella matrice 
mitocondriale e nello spazio intermembrana sono 
necessari per la traslocazione delle proteine nei mi- 
tocondri. Tutte le proteine, neosintetizzate nel cito- 
sol e dirette ai mitocondri, sono caratterizzate dalla 
presenza di sequenze-segnale in grado di indirizzar- 
le a questi organelli e di smistarle nel corretto sub- 
compartimento. Tali sequenze possono essere pre- 
senti in estensioni amminoacidiche ammino-termi- 
nali staccabili, durante il processo di maturazione 
delle proteine, denominate pre-sequenze o matrix 
targeting signals, oppure sono contenuti nella se- 
quenza della proteina matura ed in tal caso sono in- 
dicati come “segnali” di import interni. L'esempio 
più studiato di questa seconda classe di proteine mi- 
tocondriali è rappresentato dai membri della fami- 
glia dei carrier di metaboliti, localizzati nella mem- 
brana mitocondriale interna. 

Le proteine neosintetizzate vengono riconosciu- 
te da specifici recettori presenti sulla superficie del 
mitocondrio. Le pre-proteine contenenti la prese- 
quenza interagiscono principalmente con il recetto- 
re Tom20; le pre-proteine prive di pre-sequenza si 


° legano invece al recettore Tom70. In entrambi i ca- 


s1, dopo il riconoscimento da parte del recettore e 
con l’aiuto di Tom22, le pre-proteine attraversano la 
membrana esterna attraverso un canale detto GIP 
(General Import Pore), costituito essenzialmente da 
Tom40. Lo stesso complesso TOM guida la traslo- 
cazione di un piccolo gruppo di proteine dirette al- 
la membrana mitocondriale esterna e di alcune pro- 
teine dello spazio intermembrana, coadiuvato da al- 
tri due complessi, SAM (Sorting and Assembly 
Machinery) e MIA (Mitochondrial Intermembrane 
space Assembly machinery), rispettivamente. 

L’attraversamento dello spazio intermembrana 
richiede, solo per le proteine di membrana, la for- 
mazione di complessi con piccole proteine chape- 
rone presenti in questo sub-compartimento acquo- 
so, In grado di schermare segmenti idrofobici propri 
di questa classe di proteine. 

Una volta a contatto con la membrana mitocon- 
driale interna, le pre-proteine interagiscono con due 
diversi complessi: TIM22 e TIM23. TIM22 è depu- 
tato all’import delle pre-proteine con segnali di 1ar- 
geting interni, il cui inserimento nella membrana mi- 
tocondriale interna è guidato dal potenziale di mem- 
brana (Ay). TIM23 è invece utilizzato dalle pre-pro- 
teine dotate di pre-sequenze N-terminali che, essen- 
do generalmente ricche in cariche positive, subisco- 
no l’effetto elettroforetico esercitato dal potenziale di 
membrana. La completa traslocazione di tali protei- 
ne nella matrice mitocondriale richiede ATP e l’inter- 
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Figura 11.1 Macchinario mitocondriale dell’import 





Tutte le pre-proteine dirette ai mitocondri attraversano la membrana mitocondriale esterna mediante il complesso 
TOM. In figura sono rappresentati quattro specifici percorsi di import, seguiti dalle pre-proteine dirette ai quattro sub- 
compartimenti mitocondriali: la membrana esterna, la membrana interna, lo spazio intermembrana e la matrice. Il 
complesso costituito dalle piccole proteine Tim guida la traslocazione delle proteine idrofobiche nell'attraversamento 
dello spazio intermembrana. L'inserimento e l'assemblaggio delle proteine della membrana esterna con struttura a B- 
foglietti sono mediati dal complesso SAM. Il complesso MIA è invece essenziale per la biogenesi di numerose protei- 
ne dello spazio intermembrana. Le proteine carrier della membrana mitocondriale interna sono traslocate e inserite 
nella membrana interna attraverso il complesso TIM22. Le proteine con pre-sequenza sono invece traslocate attraver- 
so il complesso TIM283 e il loro trasferimento nella matrice richiede l'intervento del motore molecolare dell’import ATP- 
dipendente, costituito dalle proteine Tim44, mtHsp70 (Hsp70 mitocondriale), Mgel e dal complesso PAM. Il taglio 
proteolitico della pre-sequenza è effettuato da una peptidasi di matrice (MPP). L'inserimento delle proteine con pre-se- 
quenza nella membrana interna è mediato dal complesso OXA. Lo stesso complesso è utilizzato dalle proteine codi- 
ficate dal DNA mitocondriale e sintetizzate nella matrice. 


vento del complesso PAM (Presequence Come vedremo in seguito, alcune malattie mito- 


Translocase-Associated Motor). Infine, la pre-se- 
quenza è rimossa proteoliticamente da peptidasi di 
matrice e la proteina assume la sua conformazione 
funzionale, grazie all’intervento di un sistema di cha- 
perone e co-chaperone. Anche alcune proteine della 
membrana mitocondriale interna sono importate nel- 
la matrice mitocondriale, attraverso i complessi 
TOM e TIM23. Tuttavia, esse sono poi traslocate 
dalla matrice alla membrana mitocondriale interna 
con un processo che coinvolge un altro complesso 
localizzato nella stessa membrana, il complesso 
OXA (Oxidase Assembly). Lo stesso complesso è an- 
che utilizzato dalle proteine codificate dal DNA mi- 
tocondriale e sintetizzate nella matrice. 


condriali sono causate da mutazioni in alcuni com- 
ponenti proteici del macchinario mitocondriale del- 
l’import. 


CLASSIFICAZIONE DELLE 
MALATTIE MITOCONDRIALI 


Malattie causate da mutazioni nel 
genoma mitocondriale 


Solitamente, mutazioni del mtDNA causano sin- 
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Tabella 11.II 





Malattie causate da mutazioni del miDNA. 





Sindrome di Kearns-Sayre Delezione/duplicazione | Prima dei 20 anni|Oftalmoplegia Esterna Progressiva 


(KSS) 3243 tRNALeu (UUR) (PEO), degenerazione pigmentaria 
8344 tRNALys della retina e disturbi del ritmo car- 


diaco; altri sintomi neurologici com- 
prendono atassia, deterioramento 
cognitivo, ipoacusia 








Età adulta 






Oftalmoplegia Cronica 
Esterna Progressiva (C-PEO) 


3243 tRNALeu (UUR) Ptosi bilaterale e paralisi dei movi- 
menti oculari, spesso associate a 


ipostenia muscolare di grado varia- 


bile 


Anemia sideroblastica, pancitope- 
nia e disfunzioni pancreatiche; in 
genere i pazienti non sopravvivono 
oltre i quattro anni di età e, se so- 
pravvivono, sviluppano KSS 






















Primissima infan- 
zia 


Sindrome di Pearson Delezione 































Encefalomiopatia 
Mitocondriale con Acidosi 
Lattica ed episodi ictus-simili 


(MELAS) 


3243 +4RNALeu(UUR) 
11084 ND4 
3271 :RNALeu(UUR) 


Prima dei 40 anni Encefalomiopatia progressiva se- 
gnata da episodi di tipo ictale; si as- 
sociano intolleranza allo sforzo fisi- 
co, crisi epilettiche, cefalea ricorren- 
te, demenza e acidosi lattica 


























8344 tRNALys 
8356 tRNALys 


Epilessia Mioclonica associa- 
ta con fibre rosse sfilacciate 
(MERRF) 


Esordio variabile |Associazione di mioclono, epilessia, 
debolezza ed ipotrofia muscolare, 
incoordinazione motoria (atassia), 
deterioramento mentale 



















Neuropatia, Atassia e Retinite|8993 ATPase 6 Età adulta 


Pigmentosa (NARP) 


Può comprendere, oltre a neuropa- 
tia, atassia e retinite pigmentosa, 
epilessia e, talora, il decadimento 
mentale 



























8993 ATPase 6 Ritardo di sviluppo, crisi epilettiche, 
ipotonia, mioclono, atassia, atrofia 
ottica, neuropatia periferica, regres- 
sione psicomotoria, retinite pigmen- 
tosa e acidosi lattica 


Primo anno di vi- 
ta 


Sindrome di Leigh ereditata 
per via materna (MILS) 






















18-30 anni 


(sesso maschile) 


Neuropatia Ottica Ereditaria |ND4 (11778) 
di Leber (LHON) NDI (3460) 
NDé (14484) 


Diabete mellito 3243 tRNALeu(UUR) Esordio variabile |Diabete mellito non insulino dipen- 
dente 


Sordità neurosensoriale non |7445 #RNASer Esordio variabile |Progressiva perdita dell'udito 
sindromica 7511 tRNASer 
(NSSND) 3243 tRNALeu(UUR) 


Infertilità maschile Delezione di 4977 bp sginaoi Salaggio. i plot oligozoosper- 


dromi multisistemiche, estremamente eterogenee e zioni cliniche delle malattie mitocondriali iniziano 
trasmesse per via materna. Tali mutazioni possono a diventare evidenti quando il numero di molecole 
interessare tutte le copie (omoplasmia) o solo alcu- di DNA mutate supera una certa soglia. Il quadro 
ne copie (eteroplasmia) del mtDNA presenti nel- delle malattie causate da mutazioni del mtDNA è ri- 
l’individuo. Nei casi di eteroplasmia, le manifesta- assunto in Tab. 11.II. 


Perdita acuta o subacuta della vi- 
sione centrale, atrofia ottica 

























Riarrangiamenti del mtDNA. Sono mutazioni 
eteroplasmiche che, nella maggior parte dei casi, in- 
cludono delezioni parziali del mtDNA. L'entità del- 
la delezione può variare, ma la delezione più comu- 
ne è di 5 kb ed interessa la regione compresa tra i 
geni del citocromo d e la subunità II del complesso 
della citocromo ossidasi, che include geni codifi- 
canti per tRNA e proteine. Queste alterazioni sono 
associate essenzialmente a tre principali manifesta- 
zioni cliniche: la Sindrome di Kearns-Sayre (KSS), 
l’Oftalmoplegia Cronica Esterna Progressiva (C- 
PEO) e la sindrome di Pearson. È molto interessan- 
te evidenziare come delezioni simili del mtDNA 
siano state riscontrate anche in spermatozoi di sog- 
getti affetti da infertilità primaria. 

Mutazioni puntiformi nei geni del mtDNA co- 
dificanti per proteine coinvolte nella catena respi- 
ratoria e nella sintesi di ATP. Sono mutazioni ca- 
ratterizzate da quadri clinici associati a sostituzioni, 
microinserzioni o microdelezioni di singole basi 
della molecola del mtDNA. Sebbene esistano muta- 
zioni puntiformi sporadiche, la maggior parte di es- 
se è ereditata per via materna e sono presenti sia 
come mutazioni omoplasmiche che eteroplasmiche. 
La maggior parte di queste mutazioni è associata a 
oftalmoplegia, atrofia ottica e retinite pigmentosa. 

Mutazioni puntiformi nei geni per tRNA e 
rRNA. Sono state descritte oltre 200 mutazioni 
puntiformi associate a disordini mitocondriali, in 
grado di interessare i geni codificanti per tRNA ed 
rRNA. Le manifestazioni cliniche dovute a tali di- 
fetti includono l’Encefalomiopatia Mitocondriale 
con Acidosi Lattica ed episodi ictus-simili (ME- 
LAS), l’Epilessia Mioclonica associata con fibre 
rosse sfilacciate (MERRF), la sindrome caratteriz- 
zata da Neuropatia, Atassia e Retinite Pigmentosa 
(NARP) e la Neuropatia Ottica Ereditaria di Leber 
(LHON). Numerose altre mutazioni puntiformi del 
mtDNA sono state associate a diversi fenotipi clini- 
ci in singoli pazienti o in poche famiglie, come 
quelle associate al Diabete Mellito Non Insulino- 
Dipendente (NIDDM), a cardiomiopatie, sordità 
neurosensoriale e mioglobinuria. 


Malattie causate da mutazioni nel 
genoma nucleare 


Come accennato in precedenza, la maggior par- 
te delle proteine mitocondriali, tra cui quelle costi- 
tuenti i complessi implicati nel processo della fo- 
sforilazione ossidativa, è codificata dal DNA nu- 
cleare. A causa dell’estrema complessità del mac- 
chinario della fosforilazione ossidativa e della sua 
organizzazione strutturale e funzionale, il numero 
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di geni potenzialmente coinvolti in questo gruppo 
di disordini mitocondriali è elevato. Nonostante ciò, 
risulta abbastanza sorprendente come sindromi cau- 
sate da mutazioni in geni nucleari associati alla ca- 
tena respiratoria siano relativamente scarse rispetto 
al numero elevato di sindromi causate da mutazioni 
nel mtDNA. Tuttavia, un numero sempre crescente 
di malattie degenerative ereditarie, soprattutto di ti- 
po neurologico, è risultato essere associato a muta- 
zioni in geni codificanti per proteine mitocondtriali, 
più o meno direttamente correlate alla fosforilazio- 
ne ossidativa (Tab. 11.III). 

La malattia più nota e frequente del gruppo dei 
disordini nucleari è la sindrome di Leigh. Si tratta di 
una malattia neurodegenerativa progressiva ad in- 
sorgenza precoce con una neuropatologia caratte- 
rizzata da degenerazione del sistema nervoso cen- 
trale. I sintomi clinici dipendono da quali aree del 
sistema nervoso centrale sono coinvolte. La più co- 
mune causa è un difetto nella fosforilazione ossida- 
tiva. In genere, i bambini affetti presentano, dopo 
un iniziale sviluppo normale nei primi mesi di vita, 
un progressivo ritardo dello sviluppo psicomotorio, 
manifestazioni oculomotorie, problemi respiratori, 
incoordinazione motoria, convulsioni, acidosi latti- 
ca, anoressia, vomito. 

Difetti nelle subunità della catena respiratoria. 
Questo gruppo di anomalie riguarda essenzialmen- 
te i componenti strutturali della catena respiratoria. 
Le mutazioni si manifestano solitamente nel perio- 
do neonatale o nella prima infanzia. Abbastanza 
frequente risulta essere il deficit del complesso I 
(NADH deidrogenasi). In particolare, mutazioni nei 
geni codificanti per le subunità NDUFSI, 
NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8 e NDUFVI sono 
state riscontrate in casi di sindrome di Leigh. 
Inoltre, alterazioni a livello della subunità NDUFS2 
sono state descritte in famiglie di pazienti affetti da 
cardiomiopatia ed encefalomiopatia, mentre difetti 
in NDUFVI sono stati evidenziati in casi di epiles- 
sia mioclonica e in NDUFV?2 in casi di cardiomio- 
patia ipertrofica ed encefalopatia. 

Anche il complesso II può essere sede di muta- 
zioni. Esso è composto da 4 subunità, tutte codifi- 
cate dal DNA nucleare. Alterazioni in queste sub- 
unità sono causa di sindrome di Leigh, atassia, 
paraganglioma e feocromocitoma. 

Difetti nella biogenesi, nell’assemblaggio e 
nella stabilità dei complessi respiratori. I mitocon- 
dri sono dotati di un complesso macchinario di na- 
tura proteica, in grado di consentire la corretta loca- 
lizzazione di proteine neosintetizzate nel citosol. Le 
malattie mitocondriali causate da difetti nel macchi- 
nario mitocondriale dell’import non sono frequenti; 
tuttavia, mutazioni nella proteina chaperone deno- 
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Tabella 11.III 


Malattie causate da mutazioni del DNA nucleare. 
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minata DDP1, omologa a Tim8 di lievito (una delle 
piccole proteine Tim localizzate nello spazio inter- 
membrana; Fig. 11.1), sono responsabili della com- 
parsa della Sindrome di Mohr-Tranebjaerg (MTS). 
Si tratta di una sindrome neurodegenerativa asso- 
ciata al cromosoma X, caratterizzata da sordità, ri- 
tardo mentale, cecità e distonia. Anche difetti in al- 
tre proteine del macchinario mitocondriale dell’im- 
port possono essere causa di patologie. Ad esempio, 
difetti in Pam18, proteina del complesso PAM è la 
causa di cardiomiopatia dilatativa con atassia 
(DCMA), mentre difetti nella proteina chaperone di 
matrice Hsp60 portano a sindromi multisistemiche 
e a paraplegia spastica. 

Oltre a difetti nella biogenesi, recentemente so- 
no stati identificati difetti nell’assemblaggio dei 
complessi respiratori. Mutazioni nel gene BCSIL 
codificante per una proteina chaperone della mem- 
brana mitocondriale interna coinvolta nell’assem- 
blaggio del complesso III, sono state descritte in pa- 
zienti affetti da sindrome di Bjòrnstad (un disordi- 
ne autosomico recessivo associato a perdita neuro- 
sensoriale di udito e peli ritorti), sindrome di Leigh 
o con tubulopatia prossimale, acidosi metabolica e 
coinvolgimento epatico e neurologico. 

Numerose alterazioni sono state identificate an- 
che in geni nucleari codificanti per proteine coin- 
volte nell’assemblaggio e nel mantenimento della 
stabilità del complesso IV (citocromo c ossidasi, 
COX). Mutazioni nel “gene assemblatore” SURF-1 
sono la causa più frequente di sindrome di Leigh 
dovuta a deficit del complesso IV; d’altro canto, al- 
terazioni nei geni SCOI e SCO2, che codificano per 
proteine probabilmente coinvolte nell’incorpora- 
zione degli atomi di rame nel sito catalitico del 
complesso IV nascente, sono risultate associate a 
fenotipi clinici profondamente diversi (encefalopa- 
tia infantile nel caso di SCOI e cardiomiopatia in- 
fantile nel caso di SCO2) rispetto a quelli presenti 
in pazienti che hanno mutazioni in SURF-I1. 
Un’altra proteina implicata nell’assemblaggio e 
nella stabilità dei complessi respiratori è quella co- 
dificata da COX10, una farnesil transferasi che ca- 
talizza il primo passaggio della conversione del 
proto-eme nel gruppo prostetico eme A del com- 
plesso IV. Mutazioni nel gene codificante per que- 
sta proteina sono risultate associate a leucoencefa- 
lopatia infantile. Mutazioni in COX15, che codifica 
una proteina coinvolta sempre nella sintesi del 
gruppo eme A, sono state invece documentate in ca- 
si di cardioencefalomiopatia. Infine, una mutazione 
nel gene ATP12, un assemblatore della ATP sintasi, 
è stata associata ad acidosi lattica, dismorfismi ed 
encefalopatia progressiva. Il difetto di questo com- 
plesso era inoltre associato ad una marcata riduzio- 
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ne delle rispettive subunità proteiche sia nel musco- 
lo che nel fegato. 

Recentemente è stato evidenziato che una metal- 
loproteasi mitocondriale con attività sia proteolitica 
sia chaperone-like localizzata a livello della mem- 
brana mitocondriale interna, la paraplegina, è asso- 
ciata a paraplegia spastica autosomica recessiva. 
Anche la /ratassina, proteina implicata nell’omeo- 
stasi del ferro all’interno dei mitocondri per la sin- 
tesi dei centri ferro-zolfo, è responsabile della atas- 
sia di Friedreich, malattia degenerativa progressiva 
del sistema nervoso. 

Recenti osservazioni evidenziano che il gene 
PINKI, che codifica per una proteina chinasi mito- 
condriale in grado di proteggere dallo stress ossidati- 
vo, è associato ad una forma di Parkinson giovanile. 

Difetti in proteine che alterano la stabilità del 
mtDNA. Rientrano in questo gruppo tutte quelle 
sindromi secondarie a mutazioni di geni nucleari 
codificanti per proteine essenziali per il manteni- 
mento, la stabilità e la replicazione del mtDNA, co- 
me DNA polimerasi, endonucleasi, fattori di trascri- 
zione e di riparazione, fattori per la fosforilazione 
dei nucleotidi e per il mantenimento del poo/ dei 
nucleotidi. L'effetto finale è l’alterazione dei mec- 
canismi replicativi, la formazione di delezioni mul- 
tiple o la deplezione del mtDNA. Un esempio di 
sindrome associata alla presenza di delezioni multi- 
ple del mtDNA è l’Oftalmoplegia Esterna 


» Progressiva autosomica dominante o recessiva 


(adPEO o arPEO, rispettivamente). La maggior 
parte dei casi di adPEO è associata a mutazioni in 
geni diversi: (a) ANTI, che codifica per la forma 
muscolo-cardiaca del traslocatore ADP/ATP; (b) 
C100RF?2, che codifica per l’elicasi mitocondriale 
Twinkle, e (c) POLGI, che codifica per la DNA po- 
limerasi gamma. Inoltre, mutazioni in TP, il gene 
della rimidina fosforilasi che è un enzima chiave nel 
controllo del pool nucleosidico cellulare, sono ri- 
sultate associate alla sindrome MNGIE, © 
Encefalomiopatia Mitocondriale Neuro-Gastro- 
Intestinale. Si tratta di una malattia autosomica re- 
cessiva, associata a delezioni multiple e deplezione 
del mtDNA. L’accumulo di timidina, dovuto alla ri- 
duzione dell’attività dell’enzima, altera probabil- 
mente il poo/ di nucleotidi e, di conseguenza, 1 mec- 
canismi di replicazione e riparazione del mtDNA. 

Altri due geni, dGK (deossiguanosina chinasi) e 
TK2 (timidina chinasi), coinvolti nei processi di fo- 
sforilazione dei nucleotidi mitocondriali, sono re- 
sponsabili, rispettivamente, della forma epato-ence- 
falica e della forma muscolare della sindrome da 
deplezione del DNA mitocondriale (MDS), caratte- 
rizzata da una riduzione del numero di copie del 
miDNA. 
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Difetti in proteine di trasporto di metaboliti co- 
involte nel metabolismo cellulare. Sebbene la prin- 
cipale funzione dei mitocondri sia considerata la sin- 
tesi di ATP mediante il processo della fosforilazione 
ossidativa, questi organelli sono la sede di moltepli- 
ci vie metaboliche, come il ciclo di Krebs, l’ossida- 
zione degli acidi grassi e alcune tappe del ciclo del- 
l’urea. Pertanto, il legame tra citosol e mitocondri è 
indispensabile. I trasportatori, o carrier mitocondria- 
li di metaboliti, sono una famiglia di proteine loca- 
lizzate nella membrana mitocondriale interna, la cui 
comune funzione è quella di collegare il citosol e i 
mitocondri catalizzando il passaggio di un gran nu- 
mero di metaboliti attraverso la membrana interna 
degli organelli. Alcuni carrier (quelli dell’ ADP/ATP, 
del fosfato, piruvato e glutammato) sono presenti in 
tutti 1 mitocondri. Altri, invece, sono tessuto-specifi- 
ci ed hanno una distribuzione limitata che riflette la 
loro importanza in particolari processi metabolici, 
per esempio la sintesi di urea e la sintesi degli acidi 
grassi. Le sindromi dovute a difetti nei carrier mito- 
condriali di metaboliti possono essere divise in due 
gruppi: quelle causate da alterazioni nei carrier di- 
rettamente associati al processo della fosforilazione 
ossidativa, come il carrier ADP/ATP (AAC, implica- 
to anche nel mantenimento della stabilità del 
mtDNA) e il carrier del fosfato (PiC) e quelle causa- 
te da difetti nella traslocazione di metaboliti coin- 
volti nel metabolismo intermedio cellulare. A questo 
secondo gruppo appartengono disfunzioni di alcuni 
carrier, alla base di malattie metaboliche, come la 
sindrome di Stanley associata al carrier mitocondria- 
le di carnitina/acilcarnitina (CAC). Si tratta di una 
malattia metabolica genetica autosomica recessiva 
riguardante il metabolismo degli acidi grassi. I pa- 
zienti presentano cardiomiopatie, debolezza musco- 
lare, severa apnea e frequenti episodi di coma. La 
sindrome della tripla H (HHH-syndrome), associata 
al carrier traslocatore di ornitina e citrullina (ORC), 
insorge sia nel periodo neonatale, sia più tardiva- 
mente nell’infanzia o adolescenza, con coma iper- 
ammoniemico con ipotonia e convulsioni. Inoltre, 
l’epilessia mioclonica è correlata a difetti nel carrier 
mitocondriale del glutammato (AGC), mentre la mi- 
crocefalia tipo Amish, una rara forma di sottosvilup- 
po cranico, è causata da difetti nel carrier della tia- 
mina pirofosfato (TPC). 


Un esempio di alterazioni 
molecolari della catena 
respiratoria indotte da mutazioni 
di Bcslp 


Beslp è una proteina mitocondriale appartenen- 


te alla famiglia delle proteine AAA (ATPasi asso- 
ciate a diverse attività cellulari). Nel lievito 
Saccharomyces cerevisiae è costituita da 456 am- 
minoacidi ed è localizzata per la massima parte nel- 
la matrice mitocondriale; presenta, inoltre, un do- 
minio trans-membrana che attraversa la membrana 
mitocondriale interna ed una coda N-terminale ri- 
volta verso lo spazio intermembrana. L’ancora di 
membrana è seguita da una regione carica positiva- 
mente che possiede dei segnali di /argezing per i mi- 
tocondri e facilita la traslocazione della proteina at- 
traverso la membrana mitocondriale interna. 

Bcslp è una proteina chaperone coinvolta nella 
biogenesi del complesso III della catena respirato- 
ria. Questa proteina chaperone si lega transitoria- 
mente al complesso III immaturo durante la fase di 
assemblaggio delle subunità proteiche nella mem- 
brana mitocondriale interna. Ovviamente, lo chape- 
rone Beslp non si ritrova nel complesso III maturo. 
Nel lievito Saccharomyces cerevisiae tale comples- 
so è costituito da dieci differenti subunità proteiche 
organizzate a formare un omodimero nella mem- 
brana mitocondriale interna. Tre di queste subunità, 
ovvero il citocromo b., il citocromo c; e la proteina 
di Rieske (ISP), presentano attività catalitica nel 
processo di trasferimento degli equivalenti riducen- 
ti attraverso i vari componenti della catena respira- 
toria. Ci sono, in aggiunta, sette subunità proteiche 
non direttamente implicate nel trasporto di elettroni 
(core 1, core 2, Qer6p, Qer7p, Qer8p, Qer9p e 
Qcr10p); queste subunità, prive di attività redox, 
sembrano essere importanti per la biogenesi e la 
stabilità del complesso III. Sebbene la sequenza di 
eventi molecolari che portano all’assemb/y del 
complesso III nella membrana mitocondriale inter- 
na sia ancora poco nota, recentemente sono state 
chiarite le strette relazioni esistenti tra le varie sub- 
unità del complesso III e tra queste ultime e lo cha- 
perone Bcs]p. In particolare, è stato identificato e 
caratterizzato un sub-complesso del citocromo be, 
che potrebbe rappresentare un intermedio stabile 
del processo di assemb/y del complesso III nei mi- 
tocondri di lievito. Tale sub-complesso è stato iden- 
tificato in un ceppo mutante di lievito in cui il gene 
codificante Bceslp è stato deleto. In queste condi- 
zioni, nel sub-complesso è stata evidenziata la pre- 
senza di tutte le subunità proteiche catalitiche e non 
catalitiche, ad eccezione di ISP e Qcrl0p (Fig. 
11.2). La mancanza di Bcslp ha quindi impedito 
l’inserimento di queste due proteine nel sub-com- 
plesso e la formazione del complesso III maturo e 
funzionale. Come conseguenza, le cellule di lievito 
contenenti questa mutazione hanno presentato mi- 
tocondri con severi difetti nella funzionalità della 
catena respiratoria. La specifica richiesta di Bcs1p 





a) 
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Figura 11.2 a) Sub-complesso identificato in mitocondri di un ceppo mutante di lievito in cui è 
stato deleto il gene codificante Bcsip (-Bcsip). L'assenza di questo chaperone impedisce l’incor- 
porazione di ISP e Qcr10p nel sub-complesso e quindi la formazione del complesso III maturo e 
funzionale. b) Complesso III maturo in forma monomerica presente nei mitocondri di cellule di 


lievito non mutate (+Bcsip) 


per il legame di ISP e Qcrl0p è stata inoltre confer- 
mata con ulteriori esperimenti effettuati con diversi 
ceppi mutanti di lievito. 

Il ruolo di questo chaperone è stato anche inve- 
stigato nell’uomo, in cui difetti molecolari a carico 
del gene BCSIL, codificante per una proteina omo- 
loga a Bcslp di lievito, sono stati associati a diver- 
se patologie. E infatti importante sottolineare che la 
maggior parte delle mutazioni associate a deficit del 
complesso III nell’uomo sono state riportate nel ge- 
ne codificante il fattore di “assembly” BCSIL. 
Queste mutazioni costituiscono la causa fondamen- 
tale di manifestazioni cliniche che vanno dalla sin- 
drome di Bjòrnstad (un disordine autosomico reces- 
sivo associato a perdita neurosensoriale di udito e 
peli ritorti), alla sindrome GRACILE (ritardo di cre- 
scita fetale, amminoaciduria, colestasi, accumulo di 
ferro, acidosi lattica e morte precoce) fino a deficit 
letali del complesso III riscontrate in neonati con 
encefalopatia, a volte in combinazione con patolo- 
gie viscerali. In ogni caso, si ritiene che anche nel- 
l’uomo delle alterazioni presenti nello chaperone 
codificato da BCSIL siano associate al mancato in- 
serimento di ISP nel sub-complesso immaturo con 
il conseguente blocco dell’attività della catena re- 
spiratoria mitocondriale. Numerosi studi sono tutto- 
ra in corso al fine di identificare 1 difetti molecolari 
di Beslp che impediscono l’incorporazione delle 
due ultime subunità proteiche necessarie per la for- 
mazione del complesso III maturo. 


DIAGNOSTICA BIOCHIMICO- 
CLINICA E TERAPIA 


Le malattie mitocondriali sono variabili sotto il 
profilo clinico, per quanto riguarda l’età d’insor- 
genza, il tipo di evoluzione e gli organi coinvolti 
(Fig. 11.3). 

Il sospetto di malattia mitocondriale viene avan- 
zato in pazienti che presentino vari sintomi in orga- 
ni non correlati, con prevalente compromissione 
neuromuscolare e con decorso progressivo. I tessu- 
ti che dipendono più estensivamente dal metaboli- 
smo aerobico sono più gravemente colpiti, così i pa- 
zienti comunemente presentano miopatia e/o ence- 
falopatia. Vengono comunemente riscontrate acido- 
si lattica, debolezza muscolare, sordità, cecità, atas- 
sia e demenza. 

La diagnosi delle mitocondriopatie si avvale sia 
della valutazione clinico-anamnestica che di inda- 
gini metaboliche, biochimiche e genetico-molecola- 
ri piuttosto complesse che spesso richiedono una 
biopsia muscolare. La microscopia elettronica delle 
biopsie muscolari frequentemente rivela una quota 
di fibre “rosse sfilacciate’” o l’assenza di enzimi 
chiave della catena respiratoria di particolari tipi di 
cellule dopo colorazione istochimica. Mitocondri 
anormali possono essere visibili al microscopio 
elettronico; si tratta, ad esempio, di mitocondri 
“parking lot in cui le normali creste sono sostitui- 
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Cervello: 


Ritardo, demenza, epilessia, ischemia 


Udito: 


Ipoacusia, sordità 


Cuore: 
Cardiomiopatia 


Fegato: 
ipoglicemia, 
insufficienza epatica 


Rene: 
Nefropatia tubulare 
prossimale 






Occhi: 


Calo della vista, cecità, 
alterazioni oculomotorie 


Muscolo: 
Debolezza, ipotonia, crampi, 
Incoordinazione motoria 


Pancreas: 


Diabete mellito 


Figura 11.3 Manifestazioni cliniche associate a malattie mitocondriali 


te da una griglia rettangolare. In molti casi è possi- 
bile la diagnosi prenatale, anche se non sempre è fa- 
cile prevedere il decorso che potrebbe avere la ma- 
lattia. 

Allo stato attuale, non esistono terapie risolutive 
per il trattamento delle malattie mitocondriali. Esse, 
però, permettono di migliorare i sintomi, in partico- 
lare l’intolleranza allo sforzo e l’affaticamento. 
L'efficacia della terapia varia comunque da pazien- 
te a paziente, dipende dal deficit enzimatico e dalla 
gravità dei sintomi. La difficoltà di valutare l’effi- 
cacia degli interventi è strettamente correlata alla 
variabilità clinica di ciascuna patologia oltre che al- 
la rarità di ciascuna sindrome presa singolarmente. 
In alcuni casi, la somministrazione di determinate 
sostanze, essenzialmente stimolanti la funzione mi- 
tocondriale, ha anche permesso un ritardo nell’evo- 
luzione della malattia. Gli specialisti che seguono il 
paziente possono anche raccomandare una dieta 
particolare e la somministrazione di vitamine e co- 
fattori. E provato, inoltre, che l’assunzione di alcol 
e il fumo accelerano la progressione di alcune ma- 
lattie mitocondriali. 

In generale, la terapia delle malattie mitocon- 


driali prevede l’utilizzo di molecole in grado di at- 
tenuare gli effetti dovuti all’azione dei ROS e di sti- 
molare la fosforilazione ossidativa. Una delle so- 
stanze più adoperate è il CoQ, Coenzima Q o ubi- 
chinone, che rappresenta la molecola che funge da 
trasportatore di elettroni mobile tra i complessi del- 
la catena respiratoria. Il CoQ è anche un potente an- 
tiossidante ed è quindi in grado di inibire la peros- 
sidazione lipidica. Sulla base della sua funzione 
biochimica, il CoQ è stato utilizzato in soggetti con 
neuropatie periferiche con risultati incoraggianti. 
Nonostante ciò, il ruolo esercitato da questa mole- 
cola sul miglioramento della respirazione muscola- 
re in vivo in soggetti affetti da patologie mitocon- 
driali è ancora controverso. Altrettanto incoraggian- 
ti sono i risultati derivanti da studi in cui sono stati 
utilizzati vari cocktail di metaboliti e cofattori in 
pazienti con encefalomiopatie mitocondriali. Studi 
in vivo in colture cellulari, in porzioni di tessuti e, 
in alcuni casi, in pazienti hanno evidenziato che ta- 
li molecole sarebbero in grado di stimolare enzimi 
scarsamente funzionanti nei percorsi energetici, 
fornire carburanti energetici alternativi o di consen- 
tire un bypass di alcuni blocchi biochimici a livello 


della catena respiratoria. Altri integratori possono 
svolgere un’azione anti-ROS, prevenendo gli effet- 
ti dovuti al danno ossidativo. E comunque da consi- 
derare che il parziale miglioramento della sintoma- 
tologia in questi pazienti, o al contrario il completo 
insuccesso della terapia, dipendono dalla estrema 
variabilità delle alterazioni molecolari presenti nel- 
le malattie mitocondriali. Di conseguenza, è diffici- 
le predire gli esiti di una determinata terapia soprat- 
tutto quando il quadro clinico implica alterazioni a 
livello di vari tessuti ed organi. 

Attualmente, l’approccio più promettente da ap- 
plicare alle patologie legate a mutazioni nel DNA 
mitocondriale consiste nel “gene shifting”, ovvero 
nella riduzione della quantità di DNA mutato, a 
vantaggio di quella del DNA normale. Sebbene i 
dati ottenuti da studi in vitro siano molto prometten- 
ti, ancora molto si dovrà fare prima che i pazienti 
affetti da patologie mitocondriali possano benefi- 
ciare di questo approccio terapeutico. 
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CONCETTI INTRODUTTIVI 


Per metabolismo si intende l’insieme di tutte le reazioni chimiche che hanno luo- 
go negli organismi viventi. Queste reazioni sono integrate in un intricato circuito con- 
trollato da complessi sistemi di regolazione. Le reazioni metaboliche sono distingui- 
bili in degradative e sintetiche: l'insieme delle prime costituisce il catabolismo, quel- 
lo delle seconde l’anabolismo. Le reazioni cataboliche sono generalmente di natura 
ossidativa e producono energia; le reazioni anaboliche sono generalmente di natura ri- 
duttiva e richiedono energia. 

I processi catabolici sono quantitativamente prevalenti: il 90% circa del metaboli- 
smo è inteso a produrre energia; solo il 10% circa è impegnato per la sintesi dei costi- 
tuenti la cellula. Catabolismo ed anabolismo sono comunque processi complementa- 
ri, in quanto i prodotti del catabolismo vengono utilizzati dai processi anabolici e vi- 
ceversa. Per esempio il catabolismo produce legami fosforici ricchi di energia (ATP) 
ed equivalenti riducenti [(NADPH], che sono utilizzati nelle reazioni anaboliche e 
convertiti rispettivamente in ADP e NADP' necessari per lo svolgimento delle reazio- 
ni cataboliche (Fig. 12.1). Questa integrata complementarietà consente un livello otti- 
male di efficienza metabolica. 

Alcune reazioni metaboliche sono di incerta attribuzione: quelle di transaminazio- 
ne, ad esempio, sono difficilmente definibili in termini di catabolismo o anabolismo. 
Per alcune di queste reazioni si è coniato il termine di reazioni anaplerotiche (reazio- 
ni di riempimento) ad indicare la loro funzione di rifornimento di metaboliti a proces- 
si che possono evolvere in senso anabolico o catabolico. 

Processi anabolici e catabolici possono anche svolgersi contemporaneamente nel- 
lo stesso tessuto, o nella stessa cellula, sia pure con intensità variabile a seconda del- 
le condizioni fisiologiche del momento. Salvo casi particolari la simultaneità di de- 
corsi, quando presente, non si traduce nella creazione di cicli futili, dissipatori di ener- 
gia, sia perché i processi sono segregati in compartimenti diversi dalla cellula, sia per 
la notevole differenza della intensità del loro ritmo. Per di più anabolismo e cataboli- 
smo sono soggetti a regolazione reciproca, nel senso che la stimolazione di una via 
anabolica inibisce la corrispondente via catabolica e viceversa (vedi ad esempio sin- 
tesi e demolizione del glicogeno). 

Poiché tutti 1 processi metabolici progrediscono a tappe le reazioni intermedie, che 
spesso costituiscono dei veri “crocicchi metabolici”, configurano il metabolismo in- 
termedio. I prodotti delle singole reazioni metaboliche si definiscono metaboliti. La 
convenienza del progredire a tappe è triplice: 1) possibilità di utilizzare in vari modi i 
metaboliti intermedi: //essibilità; 2) possibilità di controllare i processi metabolici a 
vari livelli: regolazione; 3) possibilità di una efficace “cattura” dell’energia liberata 


catabolismo 


ADP 


ATP 
NADP* 


NADPH 
anabolismo 


Figura 12.1 Anabolismo e catabolismo: complementarietà 
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gradualmente dalle reazioni cataboliche e di “rifor- 
nimento” di energia alle reazioni anaboliche: e/f?- 
cienza. 

Ogni tappa intermedia dei processi metabolici, 
salvo poche eccezioni, è catalizzata da un determi- 
nato enzima, per cui ogni via metabolica risulta dal- 
l’attività sequenziale di una serie di enzimi che ope- 
rano “in catena”, 11 successivo trasformando il pro- 
dotto formato dal precedente, determinandosi così 


un “flusso” metabolico in una certa direzione. I me- 
taboliti intermedi possono diffondere dall’uno o 
dall’altro di questi enzimi fra loro separati, se pure 
compartimentati in un unico settore della cellula 
(vedi ad esempio la glicolisi, pag. ), oppure posso- 
no associarsi per formare un ‘complesso multienzi- 
matico” al quale si lega il substrato iniziale e dal 
quale si distacca solo il prodotto finale (vedi ad 
esempio la sintesi degli acidi grassi). 


: 
i 
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DIGESTIONE ED ASSORBIMENTO DEI GLUCIDI 


Digestione. Poiché le cellule intestinali sono capaci di assorbire solo i monosacca- 
ridi, è necessario che i glucidi della dieta, prevalentemente polisaccaridi (amido, glico- 








geno e destrine), o disaccaridi (lattosio e saccarosio), subiscano una preliminare dige- 
stione in monosaccaridi. Questa viene effettuata da idrolasi, presenti nel lume del tubo 
digerente o nelle cellule intestinali, capaci di idrolizzare i legami contenuti nei glucidi 
alimentari: va notato che i polisaccaridi di cui sopra contengono legami 1,4 ed 1,6-0- 
glicosidici, idrolizzabili da parte delle idrolasi digestive. Polisaccaridi diversi da quelli 
menzionati, ad esempio la cellulosa nella quale le unità monosaccaridiche sono legate 
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fra loro da legami [-1,4 glucosidici, non sono su- 
scettibili di idrolisi da parte degli enzimi digestivi e 
vengono eliminati indigeriti con le feci. La loro pre- 
senza nella dieta è tuttavia utile in quanto, stimolan- 
do meccanicamente l’intestino, facilitano la pro- 
gressione del bolo alimentare: importanza dietetica 


delle fibre. 


Digestione dei polisaccaridi. I polisaccaridi di- 
geribili vengono gradualmente idrolizzati dalle 
amilasi salivare e pancreatica. La prima esplica 
un’azione solitamente fugace in quanto, essendo ra- 
pidamente deglutita con il cibo masticato ed aven- 
do un pH ottimale intorno a 7, viene inattivata dal 
pH estremamente acido dello stomaco. Più intensa 
e duratura è l’azione della amilasi pancreatica che 
viene riversata nel duodeno e la cui attività, a diffe- 
renza di quella salivare, richiede la presenza di C'l-. 
Si spiega così la difficoltà a digerire l’amido da par- 
te dei soggetti affetti da acloridria gastrica. Le ami- 
lasi salivare e pancreatica (c-1,4-glucano idrolasi) 
sono endoglucosidasi, in quanto idrolizzano i lega- 
mi 0-1,4 glucosidici all’interno della molecola del 
polisaccaride, producendo, a processo ultimato, una 
mescolanza di destrine limite, maltotriosio e malto- 
s10 (Fig. 12.2). Le destrine limite si formano dai po- 
lisaccaridi ramificati (amilopectina e glicogeno) per 
la incapacità delle amilasi di idrolizzare i legami a- 
1,6-glicosidici e anche i legami @-1,4-glucosidici 
limitrofi. Le destrine limite sono costituite da 5 a 10 
residui di glucosio (Fig. 12.2). 

Digestione degli oligosaccaridi. Gli oligosacca- 
ridi prodotti nel lume intestinale dalla digestione 
dei polisaccaridi (maltosio, maltotriosio e destrine 
limite) e quelli che vengono ingeriti come tali (sac- 
carosio e lattosio) vengono idrolizzati da disaccari- 
dasi od oligosaccaridasi intestinali. Saccarosio e 
lattosio sono idrolizzati dalla saccarasi e dalla /at- 
tasi rispettivamente; maltosio e maltotriosio dalla 
maltasi. Le destrine limite sono idrolizzate dall’a- 
zione combinata della maltasi e della isomaltasi, 
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che idrolizza i legami a-1,6-glucosidici. Tutte que- 
ste disaccaridasi od oligosaccaridasi, di natura gli- 
coproteica, sono ancorate alla membrana delle cel- 
lule della mucosa con il sito attivo esposto nel lume 
intestinale. La loro azione idrolitica è rapida; è l’as- 
sorbimento dei risultanti monosaccaridi (solo i mo- 
nosaccaridi vengono assorbiti) che limita la veloci- 
tà del processo di digestione-assorbimento. 

Una deficienza congenita o acquisita delle di- 
saccaridasi intestinali è abbastanza frequente. 
Questa può essere aspecifica, nel senso che tutte le 
disaccaridasi sono deficienti (questa evenienza si 
può verificare come conseguenza di alterazioni del- 
la mucosa intestinale nel corso di malattie intestina- 
li) o specifica, nel senso che solo una specifica di- 
saccaridasi è deficiente. La più comune è la defi- 
cienza di lattasi. Nell’uomo adulto questa deficien- 
za è di facile evenienza per il fatto che l’attività lat- 
tasica, molto elevata alla nascita, si attenua con il 
progredire dell’età fino ad annullarsi in numerosi 
adulti. Questa progressiva diminuzione è dovuta a 
riduzione, determinata geneticamente, del numero 
di molecole dell’enzima. Nel lattante si può avere 
una deficienza originaria di lattasi per un difetto ge- 
netico con conseguente intolleranza al lattosio. 


, Questa si manifesta con diarrea, in quanto il lattosio 


non assorbito richiama acqua nell’intestino per 
osmosi, e denutrizione conseguente all’impossibili- 
tà di utilizzare questo disaccaride, fondamentale 
nutriente per il lattante. Meno comune, ma non ra- 
ra, la deficienza congenita delle altre disaccaridasi. 
La permanenza nell’intestino degli zuccheri indige- 
riti (destrine, saccarosio, lattosio ecc.) ne provoca la 
decomposizione batterica con produzione di vari 
prodotti, fra i quali alcuni allo stato gassoso. Così si 
spiega il meteorismo e la flatulenza che conseguo- 
no a difettosa digestione dei glucidi. 


Assorbimento intestinale 


I monosaccaridi, ingeriti come tali o liberatisi 
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Figura 12.2 Digestione dell’amido (amilosio + amilopectina) da parte delle a-amilasi digestive 


Dall'amilosio si forma una mescolanza di maltosio e maltotriosio, dalla amilopectina una mescolanza di destrine li- 
mite, maltosio e maltotriosio. Le frecce indicano i siti di attacco idrolitico dell’amilasi. 
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Tabella 12.I 


Trasporto passivo del glucosio e di altri monosaccridi attraverso “carrier” collocati sulla membrana plasmatica. 
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Muscolo scheletrico 
Muscolo cardiaco 
Tessuto adiposo 
Blastocisti 


dai polisaccaridi ed oligosaccaridi nel processo di- 
gestivo, sono assorbiti nella regione digiunale del- 
l’intestino ed immessi nel circolo portale. I vari mo- 
— nosaccaridi vengono assorbiti con meccanismi dif- 
_ ferenti. — 
Glucosio e galattosio vengono trasportati nella 
cellula intestinale da un comune carrier (GLUT?2, 
‘vedi Tabella 12.1) , una proteina integrale di mem- 
_brana, capace di legare e trasportare specificamente 
attraverso la membrana luminale glucosio e galatto- 
s10 (Fig. 12.3). Quando la concentrazione dei due 
monosaccaridi nel lume intestinale è elevata, per 
“esempio dopo un pasto glucidico, il trasporto me- 
diato da carrier avviene in favore di gradiente (dif- 
fusione facilitata). Quando la concentrazione dei 
due monosaccaridi nel lume intestinale è bassa e 
comunque inferiore a quella esistente nell’interno 
dell’enterocita il trasporto, sempre mediato dal car- 
rier, avviene in sfavore di gradiente (trasporto atti- 
_vo). Nel trasporto attivo il carrier lega e trasporta 
per sinporto una molecola di monosaccaridi insie- 
me con 2 Na'. Gli Na* vengono trasportati in favo- 
— re di gradiente; ciò rende possibile il concomitante 
trasporto del glucosio contro gradiente. Condizione 
necessaria per il trasporto attivo del glucosio, 0 ga- 
lattosio, è infatti il mantenimento di una bassa con- 
centrazione dei Na' nell’enterocita. Ciò è garantito 
dalla pompa “sodio-potassio” sita nella membrana 
laterobasale, che espelle Na' (introducendo K°*) a 


| Nei muscoli l’attività è aumentata da insulina, ipoossia e apporto 


| Alta affinità 


Bassa affinità. Elevata capacità di trasporto. 
Nel pancreas funziona anche come sensore del livello ematico del 


Nel fegato il trasporto è bidirezionale. 


Alta affinità. 


Alta affinità. 
Nei muscoli e nel tessuto adiposo l’attività è aumentata da insuli- 
na, ipoossia e apporto dietetico. 
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spese dell’energia di idrolisi dell’ATP. In ultima 
analisi il processo di trasporto del glucosio e del ga- 
lattosio è attivo e deve quindi essere sostenuto 


, dall’ATP. Che il trasporto attivo di questi due mo- 


nosaccaridi richieda sia l’intervento del carrier che 
della pompa “sodio-potassio” è dimostrato dalla 
inibizione del processo sia da parte della florizina, 
un glicoside che impedisce il legame del glucosio al 
carrier, sia della ouabaina che blocca la pompa ‘so- 
dio-potassio” determinando un rapido aumento del- 
la concentrazione intracellulare di Na'. Dal- 
l’enterocita il glucosio passa in circolo passivamen- 
te, in parte per diffusione semplice ed in parte per 
trasporto facilitato da un secondo carrier localizza- 
to nella membrana laterobasale (Fig. 12.3). 

Il fruttosio viene assorbito per diffusione facili- 
tata da un carrier specifico, solo in favore di gra- 
diente. E probabile che anche gli altri monosaccari- 
di vengano analogamente assorbiti per diffusione 
facilitata in favore di gradiente. 

L'assorbimento del glucosio è molto rapido; 
nell'uomo può raggiungere la velocità di 1 g/kg di 
peso corporeo/ora. Se si attribuisce a questa veloci- 
tà il valore di 100, quella degli altri monosaccaridi 
risulta di 110 per il galattosio, di 43 per il fruttosio, 
di 19 per il mannosio, di 15 per lo xilosio e di 9 per 
l’arabinosio. 

Immessi nel circolo portale, glucosio ed altri 
monosaccaridi vengono portati al fegato. Qui, di- 


268 ® Metabolismo dei glucidi 


Orletto a spazzola 


Lume 
intestinale 


Enterocita 





Figura 12.3 Assorbimento intestinale dei monosaccaridi (M) e dei disaccaridi (D) 


CG = Carrier del glucosio (e del galattosio); PS = Pompa del sodio, DS = disaccaridasi; TF = trasporto facilitato dei 
monosaccaridi; M = monosaccaride; G = glucosio; D = disaccaride. 


pendentemente dallo stato nutrizionale e dalle esi- 
genze energetiche dell’organismo, il glucosio viene 
metabolizzato e in parte depositato in forma di gli- 
cogeno e di trigliceridi (dopo sua conversione in 
acidi grassi), oppure immesso direttamente nel cir- 
colo generale. Gli altri monosaccaridi vengono dal 
fegato convertiti in glucosio. 

Data la gradualità dei processi di digestione, do- 
po un pasto glucidico il glucosio entra nel sangue 
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Variazioni della glicemia dopo un pasto glucidico. 


portale con una velocità abbastanza costante, infe- 
riore a quella sopra indicata e indipendente dalla 
quantità di glucidi presenti nel lume intestinale. La 
concentrazione di glucosio nel sangue (glicemia) si 
innalza conseguentemente da 80-90 a circa 130 
mg/100 ml di sangue nello spazio di 40-60 minuti; 
poi decresce per raggiungere in 2 ore e mezzo il va- 
lore di partenza o anche un valore inferiore (Fig. 
12.4). 


Trasporto del glucosio e di altri 
monosaccaridi attraverso le 
membrane plasmatiche 


Il trasporto del glucosio attraverso le membrane 
plasmatiche è di tipo passivo ed è mediato da car- 
rier. Sono stati riconosciuti cinque diversi carrier 
del glucosio, GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUTA4 e 
GLUTS, con diversa distribuzione tessutale (vedi 
Tabella 12.1). GLUTI del tessuto muscolare schele- 
trico e GLUTA dei tessuti muscolari scheletrico e 
miocardico ed adiposo sono sensibili all’insulina 
che ne provoca il passaggio dal citosol alla mem- 
brana plasmatica. Sul piano strutturale tutti i carrier 
del glucosio sono caratterizzati dalla presenza di 12 


segmenti a-elicizzati trans membrana. Quasi tutti 1 
carrier consentono il passaggio di altri monosacca- 
ridi quali galattosio, mannosio, arabinosio come pu- 
re di glicerolo. 


METABOLISMO DEL GLUCOSIO 


Il metabolismo glucidico si identifica pratica- 
mente con il metabolismo del D-glucosio. Gli altri 
monosaccaridi, salvo utilizzazioni metaboliche par- 
ticolari, sono infatti metabolizzati previa trasforma- 
zione in glucosio. L’utilizzazione catabolica del glu- 
cosio produce: 1) energia in forma di ATP (glicoli- 
si), 2) equivalenti riducenti in forma di NADH (gli- 
colisi anaerobica) e NADPH (fase ossidativa del ci- 
clo dei pentoso fosfati), 3) intermedi metabolici che 
vengono utilizzati come precursori per la biosintesi 
di composti non glucidici, quali amino acidi e lipidi. 
L’utilizzazione anabolica del glucosio porta alla for- 
mazione del glicogeno, di glicolipidi, glicoproteine 
e glicosamminoglicani. 


Ingresso del glucosio nelle cellule 


Il glucosio, come gli altri monosaccaridi, viene 
trasportato dal sangue all’interno delle cellule dei 
vari tessuti in favore di gradiente (la concentrazio- 
ne del glucosio nel sangue è sempre più elevata di 
quella intracellulare) in un processo di diffusione 
facilitato da carrier specifici, già citati. Data la ele- 
vata idrofilicità i monosaccaridi non possono infat- 
ti diffondere spontaneamente attraverso il bilayer 
della membrana cellulare. 

_ Nel fegato, cervello e negli eritrociti 1] sistema 
di trasporto del glucosio entro le cellule è indipen- 
dente dall'insulina, per cui la velocità del passaggio 
del glucosio attraverso le membrane cellulari dipen- 
de soltanto dal valore della glicemia. Nel muscolo 
e nel tessuto adiposo il trasporto del glucosio attra- 
verso le membrane cellulari è mediato da un tra- 
sportatore a sua volta dipendente dall'insulina. E 
quindi regolato dalla quantità di questo ormone che 
si lega alle membrane cellulari. 


Fosforilazione del glucosio 


— L’utilizzazione del glucosio in qualsiasi via me- 
tabolica presuppone la sua fosforilazione a gluco- 
s10-6-fosfato (G-6-P)*. Essendo le membrane cellu- 
_ lari impermeabili agli esteri fosforici del glucosio, 
la fosforilazione del glucosio, man mano che questo 
monosaccaride penetra nelle cellule dei vari tessuti, 
costituisce un espediente per tenervelo sequestrato. 
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Gli enzimi che catalizzano la fosforilazione del glu- 


cosio a glucosio-6-P sono le esochinasi** e la g/u- 


‘cochinasi:** 


CH. -— OH ATP ADP GHy TOP 
O O 
OH OH 
M 2+ 
HO H Mg”) HO OH 
OH OH 
a-glucosio a-glucosio-6-P 


La reazione è irreversibile in quanto fortemente 
esoergonica; un legame ricco di energia dell'ATP 
(7,5 kcal/mole a pH 7) viene infatti utilizzato per 
formare un legame fosfoestereo a più basso livello 
energetico (3,3 kcal/mole a pH 7). Pertanto nella fo- 
sforilazione del glucosio solo una parte dell’energia 
(3,3 kcal) viene conservata, la restante (4,2 kcal) 
viene dissipata in forma di calore. Gli ioni Mg?* so- 
no necessari per lo svolgimento della reazione. La 
funzione dei Mg2°* è quella di formare un comples- 
so con i gruppi fosforici dell’ ATP, schermando le 
loro cariche negative e facilitandone così l’attacco 
nucleofilico al gruppo ossidrilico del glucosio. Per 
queste ragioni termodinamiche la reazione inversa 
(G-6-P + ADP + G + ATP) non è possibile. La so- 
la possibilità di trasformazione del G-6-P in gluco- 
sio è consentita dalla reazione idrolitica catalizzata 
dalla g/ucosio-6-fosfato fosfatasi: 


G-6-P+H,0+G+Pi 


Nei tessuti animali la esochinasi è presente in di- 
verse forme isoenzimatiche (esochinasi I, II e III) 
tutte relativamente non specifiche per il substrato, 
in quanto capaci di catalizzare la fosforilazione non 
solo del glucosio, ma anche di altri monosaccaridi 
come galattosio, fruttosio e glucosammina. Si tratta 
quindi di un enzima multisubstrato e la denomina- 
zione esochinasi (chinasi degli esosi) vuole appun- 
to indicare detta aspecificità. Le varie esochinasi 


“animali hanno per il glucosio una K,, variabile, ma 


in ogni caso molto bassa, dell’ordine di 0,1 mM, 
(0,01 mM per l’enzima del cervello) espressione di 
una molto elevata affinità per il substrato. 
Caratteristica delle esochinasi animali è la loro ini- 


* Per convenienza grafica si abbrevia in glucosio-6-P (0 G- 
6-P in cui G sta per glucosio e P per fosfato) il termine gluco- 
si0-6-fosfato. Analoga abbreviazione verrà adottata per gli altri 
esteri fosforici. 

** Gli enzimi con il suffisso chinasi catalizzano il trasferi- 
mento di un gruppo fosforico dall’ ATP ad un substrato dal cui 
nome deriva il prefisso dell'enzima. Esochinasi è dunque l’en- 
zima che trasferisce un gruppo fosforico dall’ATP agli esosi, 
glucochinasi dall’ ATP al glucosio. 
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bizione da parte del glucosio-6-P, il prodotto della 
reazione. Questa inibizione fa sì che quando il livel- 
lo di glucosio-6-P ha raggiunto nella cellula un va- 
lore limite, la fosforilazione del glucosio e, secon- 
dariamente, il suo ingresso nella cellula, viene arre- 
stata, favorendone l’utilizzazione da parte di altre 
cellule, o tessuti, che ne abbiano in quel momento 
maggior bisogno. I più noti isoenzimi della esochi- 
nasi sono quello di tipo I, predominante nel cervel- 
lo e di tipo II, predominante nel muscolo. Questi 
due isoenzimi si differenziano per alcune proprietà 
cinetiche e per la differente suscettibilità alla modu- 
lazione da parte del fosfato inorganico (Pi). Sulla 
esochinasi di tipo I, ma non sulla esochinasi II, il Pi 
agisce come attivatore, nel senso che attenua l’ef- 
fetto inibitore del glucosio-6-P. 

Una deficienza ereditaria di esochinasi si mani- 
festa con anemia emolitica. La lisi dei globuli rossi 
è conseguenza della deficienza di ATP; in queste 
cellule, in misura più evidente che in altre, il conte- 
nuto in ATP appare infatti fattore importante per il 
mantenimento della fisiologica permeabilità della 
membrana cellulare. Inoltre negli eritrociti il solo 
processo produttore di ATP è la glicolisi, che per 
deficienza di esochinasi rimane fortemente inibita. 
Le cellule degli altri tessuti, in quanto dotate di si- 
stemi catabolici mitocondriali capaci di utilizzare 
substrati diversi dal glucosio, non risentono così 
drammaticamente della deficienza di esochinasi e 
della conseguente inibizione della glicolisi. 

La glucochinasi, denominata anche esochinasi 
IV, differisce dalle altre esochinasi in quanto: 1) è 
presente solo nella cellula epatica; 2) non è inibita 
dal glucosio-6-P; 3) ha specificità assoluta per il 
glucosio, per il quale ha tuttavia minore affinità ri- 
spetto alla esocinasi (K,, = 10 mM); 4) è inducibi- 
le. Data la notevole diversità di affinità dei due en- 
zimi (esochinasi e glucochinasi) per il glucosio, a 
valori normali di glicemia (intorno a 5 mM)) le eso- 
chinasi sono completamente saturate e la loro atti- 
vità è massima; la glucochinasi è invece solo par- 
zialmente saturata e la sua attività è molto al di sot- 
to del massimale. 

La presenza nel fegato sia delle esochinasi come 
della glucochinasi è connessa con la peculiare capa- 
cità di questo organo di accumulare quantità di gli- 
cogeno molto più elevate degli altri tessuti. Quando 
la disponibilità di glucosio è elevata, il conseguen- 
te aumento del glucosio-6-P arresta ad un certo pun- 
to l’azione della esochinasi, ma non della glucochi- 
nasi, che può assicurare la continuazione del pro- 
cesso di fosforilazione del glucosio e quindi un ul- 
terlore immagazzinamento di glicogeno. Pertanto la 
disponibilità da parte del fegato dei due enzimi as- 
sicura a questo tessuto la capacità di estrarre dal 


sangue quantità più rilevanti di glucosio rispetto 
agli altri tessuti e di immagazzinare quantità note- 
volmente superiori di glicogeno. Tenendo conto che 
in condizioni di scarsa disponibilità il glucosio è ne- 
cessariamente incanalato nella glicolisi, mentre in 
condizioni di ampia disponibilità viene immagazzi- 
nato in forma di glicogeno, si può ritenere che la 
esochinasi epatica sia adibita alla glicolisi e la glu- 
cochinasi alla glicogenosintesi. 

La quantità di glucochinasi nel fegato è dipen- 
dente dall’età, dalla dieta e dall’insulina. La gluco- 
chinasi si forma nel fegato solo alla nascita (il feto 
ne è privo) e raggiunge la concentrazione definitiva 
alla 2° settimana di vita. La sua concentrazione si 
eleva proporzionalmente alla quantità di glucidi in- 
geriti e nel digiuno prolungato si riduce fino ad 1/4; 
per successiva somministrazione di glucosio rag- 
giunge il valore normale in 4 ore. L’insulina induce 
un innalzamento del livello epatico di glucochinasi, 
che per contro è notevolmente ridotta nel diabete 
mellito. Il fatto che gli inibitori della sintesi protei- 
ca blocchino l’aumento della glucochinasi, indotto 
sia da una dieta glucidica sia dall’insulina, dimostra 
che tale aumento riflette il ritmo di sintesi dell’en- 
zima. In altre parole la dieta glucidica e l’insulina 


. agiscono inducendo la sintesi dell’enzima. 


Grazie all’attività combinata della glucochinasi 
e della glucosio-6-P fosfatasi (vedi oltre) il fegato 
agisce da “glucostato”: immagazzina cioè glucosio 
quando la glicemia è elevata (dopo un pasto gluci- 
dico) e lo rilascia al circolo quando la glicemia è 
bassa (digiuno). 


Destino metabolico del 
glucosio-6-P 


Il glucosio-6-P può seguire le vie metaboliche 


principali indicate nella Fig. 12.5: 1) isomerizzazio- 


ne in fruttosio-6-P e successiva degradazione nella 
glicolisi; 2) ossidazione nel lattone dell’acido 6-fo- 
sfogluconico e successiva conversione nei pentoso 
fosfati; 3) trasformazione in glucosio-1-P e succes- 
siva incorporazione nel glicogeno; 4) idrolisi in glu- 
cosio e fosfato (nel fegato, rene e intestino) e riim- 
missione in circolo. 

L’incanalamento del glucosio-6-P in una o nel- 
l’altra di queste vie metaboliche dipende dalle ne- 
cessità fisiologiche del tessuto e anche dalla sua 
specializzazione. Per esempio, se il tessuto necessi- 
ta di energia si favorisce, tramite adatti dispositivi 
di regolazione, il catabolismo del glucosio-6-P nel- 
la glicolisi, in caso contrario lo si indirizza verso la 
sintesi del glicogeno. Il fegato, in particolare, può 
idrolizzare il glucosio-6-P in glucosio libero, rimet- 
tendolo in circolo a disposizione degli altri tessuti 


glucosio-1-P — ----*» Glicogeno 


(lattone) 


+ PI 


| 


fruttosio-6-P = === #* Piruvato 


(particolarmente tessuto nervoso ed eritrociti con 
metabolismo energetico esclusivamente glucosio- 
dipendente) quando la glicemia tende a diminuire. 


GLICOLISI 


Per glicolisi si intende il processo di degrada- 
zione del glucosio in acido piruvico. Per gli organi- 
«smi anaerobici la glicolisi, nella quale il piruvato 
viene trasformato in acido lattico, oppure in alcool 
etilico o in altri prodotti fermentativi, costituisce il 
processo energetico fondamentale. Per gli organi- 
smi aerobici e quindi anche per l’uomo, la glicolisi 
costituisce la fase anaerobica citoplasmatica, preli- 
minare alla fase aerobica mitocondriale, nella quale 
l’acido piruvico viene ossidato in CO, e H30 (Fig. 
12.6). Ne è tipico esempio il cervello. Quello uma- 
no consuma ogni giorno 120 g di glucosio. La gli- 
colisi trasforma questo glucosio in piruvato, il sub- 
strato che viene utilizzato nel processo ossidativo 
mitocondriale per la produzione della maggior quo- 
ta di energia. Tuttavia anche negli organismi aero- 
bici la glicolisi rappresenta il solo processo di uti- 
lizzazione del glucosio nelle condizioni di indispo- 
nibilità di ossigeno. In queste condizioni il prodot- 
_to terminale è l’acido lattico. 

La glicolisi è un processo consistente nella se- 
quenza di 10 reazioni (0 11 se si considera la fosfo- 
rilazione del glucosio come reazione iniziale) cata- 
lizzate da altrettanti enzimi, per ciascuno dei quali 
il substrato è costituito dal prodotto della reazione 
precedente. Gli enzimi della glicolisi sono localiz- 
zati nel citoplasma della cellula, dove sono anche 
trattenuti, in forma fosforilata (impermeabile alle 
membrane cellulari), i metaboliti intermedi. 
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Figura 12.5 Destino metabolico 
del glucosio-6-P 


6 Pentoso 
fosfati 


Le tappe della glicolisi 


Se si considera il glucosio come substrato inizia- 
le, la prima tappa della glicolisi è la fosforilazione 
del glucosio già descritta. Il glucosio-6-P può tutta- 
via formarsi anche dal glucosio-1-P, prodotto di de- 
gradazione del glicogeno. 


Isomerizzazione del glucosio-6-P in fruttosio- 
6-P. La isomerizzazione reversibile del glucosio-6- 
P in fruttosio-6-P è catalizzata dalla fosfoglucosio 


* isomerasi 0 fosfoesosoisomerasi. La reazione, di- 


pendente da Mg?* procede spontaneamente in en- 
trambe le direzioni; si svolge infatti con minima va- 
riazione dell’energia libera. 


°CH—0—P °cH,—0—P 
O O CHsOH 
OH cent 
— HO 
HO oh La 
OH 


Fosforilazione del fruttosio-6-P. La reazione, 
catalizzata dalla fosfofruttochinasi, richiede Mg?+ 
ed è irreversibile per le ragioni termodinamiche già 
esposte a proposito della esochinasi. Più opportuna- 
mente l’enzima viene denominato fosfofruttochina- 
si ] (per distinguerlo dalla fosfofruttochinasi 2), che 
catalizza la fosforilazione del fruttosio-6-P in frut- 
tosio-2,6-bifosfato (vedi oltre). 


6 
CH—-6—P ‘CH—0—P 
ATP ADP 
O_ 'CH,- OH o 'CH-0-P 
HO HO 


OH OH 
OH OH 
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Figura 12.6 Catabolismo del glucosio nella fase anaerobica citoplasmatica e nella fase aerobica 


mitocondriale 


A = Glicolisi; B = decarbossilazione ossidativa dell'acido piruvico e catena respiratoria; C = ciclo di Krebs e catena 


respiratoria. 
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FRUTTOSIO BIFOSFATASI 


Figura 12.7 Complementarietà della regolazio- 
ne allosterica della fosfofruttochinasi 1 e della 
fruttosio-1,6-bifosfatasi 


+ = Effettori positivi; — = effettori negativi. 


Questa seconda fosforilazione predetermina la 
lorma fosforilata di entrambi i triosi che si formano 
per scissione del monosaccaride. Come enzima ca- 
talizzante una tappa “impegnata”, che decide cioè la 
definitiva ed irreversibile immissione del glucosio 
nel processo glicolitico, la fosfofruttochinasi costi- 
\ulsce un importante “sito di regolazione”. Enzima 


oligomerico formato da 4 protomeri, a loro volta 
costituiti da varie subunità, l’attività della fosfofrut- 
tochinasi 1 viene inibita da citrato e da un eccesso 
di ATP, mentre viene attivata dall’AMP e dal Pi 
(Fig. 12.7). Per la molteplicità degli effettori allo- 
sterici l'enzima è denominato enzima allosterico 
plurivalente. Infatti il sito allosterico, al quale si le- 
ga Il citrato, è distinto da quello cui si lega 1’ ATP, 
per cui l’effetto dei due effettori negativi è additivo. 
Nel fegato la fosfofruttochinasi 1 è inibita anche da- 
gli acidi grassi liberi. La regolazione allosterica del- 
la fosfofruttochinasi 1 obbedisce, come nella gene- 
ralità dei casi, a criteri di economia metabolica. 

Infatti è l’eccesso dei metaboliti che si formano, 
sia pure a distanza, per l’attività della fosfofrutto- 
chinasi 1 (ATP e citrato) che la inibisce, mentre 
quei metaboliti (AMP e Pi), la cui trasformazione in 
ATP è condizionata dall’attività di questo enzima, 
la stimolano. 

Come si può dedurre dalla Fig. 12.8, la curva re- 
lativa alla velocità di sintesi del fruttosio-1,6-bifo- 
sfato in funzione della concentrazione di ATP, man- 
tenendo costante la concentrazione di fruttosio-6-P, 
mostra un rapido decremento poco dopo aver rag- 


e 
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ATP 
Figura 12.8 


Curva di saturazione della fosfofruttochinasi 1 in funzio- 
ne della concentrazione di ATP 


giunto un valore limite. In altre parole quando la 
concentrazione di ATP supera un valore critico si ha 
inibizione dell’enzima. 

Ciò significa che a basse concentrazioni l’ ATP si 
lega come substrato al sito catalitico dell’enzima 
(sito di maggiore affinità); a più elevate concentra- 
zioni si lega come effettore negativo al sito alloste- 
rico (sito di minore affinità), diminuendo l’affinità 
dell’enzima per il fruttosio-6-fosfato. L’ATP si lega 
come substrato al sito catalitico in forma di com- 


plesso con gli Mg?* (ATP-Mg?*), si lega invece al. 


sito allosterico in forma libera. L’AMP, effettore 
positivo, si lega pure, ma con maggiore affinità, al 
sito allosterico impedendo che lATP vi si leghi. 

Il flusso glicolitico viene così regolato in corri- 
spondenza di questa tappa dal rapporto ATP/AMP, 
che riflette le condizioni energetiche della cellula. 
La fruttosio bifosfatasi, enzima che rigenera il 
fruttosio-6-P idrolizzando il fruttosio0-1,6-bifosfato 
in posizione 1, viene invece attivata dall’ATP ed 
inibita dall’AMP (Fig. 12.7). 

A livello epatico il più potente attivatore della 
fosfofruttochinasi 1 è comunque il /ruttosio-2,6-bi- 
fosfato, la cui azione si manifesta a concentrazioni 
anche 10 volte inferiori a quelle di altri regolatori 
(ATP, citrato e AMP). Il fruttosio-2,6-bifosfato si 
forma, a partire dal fruttosio-6-P, per azione della 
fosfofruttochinasi 2 secondo la reazione: 


i -0-CH 
PORSSH, po CH50H ù ? 0. CHoOH 
HO HO 
OH i \ O-Pp 
OH ATP_ADP CH 
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Il fruttosio-2,6-bifosfato viene idrolizzato a frut- 
tosio-6-P ad opera della fruttosio-2,6-bifosfatasi. 
L’attività della fosfofruttochinasi 2, come pure del- 
la fruttosio-2,6-fosfatasi, dipende dallo stato di fo- 
sforilazione-defosforilazione di una subunità rego- 
latoria che è comune ai due enzimi. La fosforilazio- 
ne di questa subunità, catalizzata da una proteina 
chinasi cAMP-dipendente, inibisce la fosfofrutto- 
chinasi 2 attivando la fosfatasi; la defosforilazione, 
operata da una “proteina-fosfatasi”, sortisce l’effet- 
to contrario, attivando la fosfofruttochinasi 2 e ini- 
bendo la fosfatasi. Pertanto in condizioni che porta- 
no alla formazione di cAMP la produzione di frut- 
tosio-2,6-bifosfato è soppressa, mentre in assenza 
di cAMP (ad esempio, sotto azione insulinica) il 
fruttosio-2,6-bifosfato si produce con conseguente 
forte stimolazione della fosfofruttochinasi 1. Se si 
considera che il fruttosio-2,6-bifosfato agisce anche 
da inibitore della fruttosio-1,6-bifosfatasi, ci si ren- 
de conto che, in presenza di questo metabolita |'en- 
tità del flusso glicolitico viene fortemente incre- 
mentato, con contemporaneo blocco della gluco- 
neogenesi. 

In queste prime reazioni della glicolisi non vi è 
produzione, bensì spesa di energia; infatti la trasfor- 
mazione glucosio + fruttosio-1,6-bifosfato implica 
la defosforilazione di due molecole di ATP in ADP. 
Si tratta di una fase preparatoria nella quale la mo- 
lecola di glucosio, che sta per essere demolita, vie- 
ne preparata a promuovere la successiva produzio- 
ne di energia in forma di ATP. 


Demolizione dell’esoso in triosi. In questa rea- 
zione, catalizzata dalla a/dolasi, una molecola di 
fruttosio-1,6-bifosfato viene demolita nei due trio- 
sofosfati, fosfodiossiacetone e aldeide-3-fosfoglice- 
rica: 
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LE 
CH_-O-P CH_— OH 
| 2 
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| 
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br=C Th £ 
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Fruttosio-1,6-bifosfato 
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3-fosfoglicerica 
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La denominazione a/dolasi fa riferimento alla 
condensazione aldolica, che si realizza quando la 
reazione decorre nel senso della formazione del 
fruttosio 1,6-bifosfato (vedi gluconeogenesi). La 
reazione è reversibile e all’equilibrio è favorita la 
formazione di fruttosio-1,6-bifosfato (89% rispetto 
all’11% dei due triosi). Affinché la reazione possa 
procedere da sinistra a destra uno dei due triosi de- 
ve essere rapidamente rimosso. 

Nel fegato, ma non nel muscolo, l’aldolasi oltre 
al fruttosio-1,6-bifosfato è anche capace di demoli- 
re il fruttosio-1-fosfato che si forma dal fruttosio. 


Isomerizzazione dei triosofosfati. Aldeide-3-fo- 
sfoglicerica e fosfodiossiacetone sono interconver- 
tibili, in una reazione di isomerizzazione, catalizza- 
ta dalla trioso fosfato isomerasi: 


Hi HH 
I 
NI ii 
tall Uri,=0=-P 
H O 
\ Enediolo 
| 
H-E_0k I 
CH, —O—P 
ti O—-P 
Aldeide si 
3-fosfoglicerica vo O 
(4%) CH,— OH 
Fosfodiossiacetone 
(96%) 
Glicolisi 


La reazione implica la formazione di un enedio- 
lo intermedio. L’equilibrio della reazione è spostato 
nettamente a favore del fosfodiossiacetone, ma es- 
sendo consumata nelle successive tappe della glico- 
lis l’aldeide-3-fosfoglicerica, il fosfodiossiacetone 
si converte man mano nell’aldeide, così che entram- 
bi 1 triosofosfati vengono trasformati in piruvato. 

Il fosfodiossiacetone può essere utilizzato anche 
per altra via; per esempio può essere ridotto a glice- 
rolo-3-fosfato per azione della glicerolo-3-fosfato 
deidrogenasi: 


NADH NAD 
CH, OH CH OH 
CH,—0—P CH,—O—P 


Fosfodiossiacetone Glicerolo-3-fosfato 


Ossidazione dell’aldeide  3-fosfoglicerica. 
Questa reazione, nella quale l’energia che si libera 
dalla ossidazione dell’aldeide 3-fosfoglicerica vie- 
ne trasformata in energia di legame fosforico ricco 
di energia, richiede la presenza di fosfato inorgani- 
co (Pi) e di NAD* Il primo viene incorporato nell’a- 
cido 1,3-difosfoglicerico, mentre il NAD* viene ri- 
dotto a NADH: 


O. O-P 
AL Pa NAD NADH “7 
i 
H—C—0H H_C—OH 
OH-0-P CH,—O—P 
Aldeide Acido 


3-fosfoglicerica 1,3-bifosfoglicerico 


La gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, l’enzi- 
ma che catalizza questa complessa reazione, è un 
tetramero che può legare 4 molecole di NAD* una 
per subunità, e la cui attività è dipendente dalla in- 
tegrità di un gruppo -SH in corrispondenza di ogni 
sito attivo. La necessità di questi gruppi tiolici, ap- 
partenenti a residui di cisteina, è dimostrata dal fat- 
to che reagenti, come l’acido monojodoacetico, ca- 
paci di bloccarli, inibiscono completamente la gli- 


‘colisi. Il meccanismo della reazione può essere 


compreso, ove essa si scomponga nelle tre reazioni 
parziali sotto indicate: 


Enzima Enzima Enzima 


SIH]) Nab: /S NAD+ NADH 
A 
4° H_| 0 | 
Cc Cc c=0 
| >» | —>>- | 
H_C—0H H_c-0k H_c-0H 
CH, O—P CH—0—P CHT—0—P 


Nella prima (reazione di addizione) il gruppo al- 
deidico dell’aldeide-3-fosfoglicerica forma con-il 
gruppo —SH dell’enzima un tiosemiacetale che vie- 


_ne ossidato dal NAD' legato all’enzima per forma- 


re un tioestere ricco di energia (-). Nel momento 
della sua riduzione il legame del NADH con l’enzi- 
ma si indebolisce tanto da venirne spiazzato dal 
NAD* presente nel mezzo. // NAD ha infatti per 
l'enzima una affinità molto maggiore del NADH: 


Ò NADH Ò NAD* 

2 NAD* 2 

iO RD 
H-6=0H ri="o="0M 

NADH | 

CH,—0O—P CH,—O—P 


Successivamente si ha la rottura del legame tioe- 
stereo per inserimento di una molecola di fosfato 
(fosforolisi). Si forma l’acil-fosfato, nel quale il fo- 
sfato è legato al carbossile con legame anidridico, 
mentre l’enzima si ripristina allo stato libero: 


SH NAD* 


S NAD* fl "PE 
2 O O, 7° P 
a [H]o p O > Î 
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Infatti nel processo ossidativo catalizzato dalla 
gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, il gruppo al- 
deidico non si trasforma in carbossilico ma nell’a- 
nidride del gruppo carbossilico con l'acido fosfori- 
co-Si tratta di una “reazione accoppiata” nella qua- 
le l’energia derivante dalla ossidazione della aldei- 
de viene utilizzata appunto per la formazione del le- 
game fosfo-anidridico. Questa reazione viene anche 
denominata fosforilazione legata al substrato per 
distinguerla dalla fosforilazione ossidativa. 


I° Fosforilazione dell’ADP. Il radicale fosforico 
_—P in posizione 1 del 1,3-bifosfoglicerato viene tra- 
sferito sull’ ADP dalla fosfoglicerato chinasi: 


A A 
Db; % 
fi=0=0U(F . HT—-G-Q0H 
| (Mg?+) | 
CHjO—P CH, -O—P 


1,3-bifosfoglicerato 3-fosfoglicerato 


Sebbene l’equilibrio della reazione sia termodi- 
namicamente spostato a destra, la reazione è tutta- 
via reversibile e la denominazione dell’enzima (chi- 
nasi) fa riferimento al decorso della reazione da de- 
stra a sinistra. La reversibilità della reazione con- 
sente la generazione di ATP nel processo glicolitico; 
tuttavia quando viene richiesta la sintesi del gluco- 
sio (gluconeogenesi) ha luogo la formazione del 1- 
3 bifosfoglicerato a spese dell’ATP. 


Trasferimento intramolecolare del radicale fo- 
sforico. In questa reazione il radicale fosforico in 
posizione 3 viene trasferito alla posizione 2 del gli- 
“cerato per azione della fosfoglicerato mutasi*: 
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O. a. or 
e, -, 
ì ì 
DS —> ye 60— 
H c oi Le _H C O—P 
CH, O—P CH, — OH 


3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato 


Il meccanismo di questa reazione, che richiede 
la presenza di Mg?* oltre che di quantità catalitiche 
di 2,3-bifosfoglicerato, è illustrato nella seguente 
sequenza: 


E 


His His Hiés—P 
E © $ + 
%, PL o pe Lo pe 
| < | < | 
dalla ll st i O sr, esi 
CHi-0=P Chio CH;__ OH 


3-fosfoglicerato 2,3-bifosfoglicerato 2-fosfoglicerato 


Il 2,3-bifosfoglicerato cede all’enzima il fosfato 
in posizione 3, trasformandosi in 2-fosfoglicerato 
(reazione 1). Questo gruppo fosforico, che si lega 


. temporaneamente con un residuo di istidina dell’en- 


zima, viene poi riceduto al 3-fosfoglicerato (il sub- 
strato della reazione) che si converte in 2,3-bifosfo- 
glicerato (reazione 2) e così via. Originariamente 1l 
2,3-bifosfoglicerato che innesca questa reazione si 
forma per fosforilazione, ATP dipendente, del 3-fo- 
sfoglicerato per azione della fosfoglicerato chinasi, 
oppure dal 1,3-bifosfoglicerato per azione della bi- 


fosfoglicerato mutasi. 


Gli eritrociti hanno un contenuto di 2,3-bifosfo- 
glicerato (4 mM) molto più elevato delle altre cel- 
lule, in quanto lo utilizzano non solo come cofatto- 
re in questa tappa glicolitica, ma anche come mo- 
dulatore della affinità dell'emoglobina per l'ossi- 
geno. Per questa particolare esigenza gli eritrociti 
ricavano il 2,3-bifosfoglicerato direttamente dal 
1,3-bifosfoglicerato per azione della bifosfoglicera- 
to mutasi: 


1,3-bifosfoglicerato 5 2,3-bifosfoglicerato 


Il 2,3-bifosfoglicerato può essere defosforilato 


* Con il termine mutasi si indicano enzimi che catalizzano il trasferimento di un raggruppamento da una ad un’altra posizio- 
ne della stessa molecola la quale conserva la propria identità. Si distinguono quindi dalle isomerasi che invece catalizzano una 


modifica di identità del substrato. 
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in 3-fosfoglicerato dalla 2,3-bifosfoglicerato fosfa- 
tasi, che gli eritrociti posseggono in esclusiva. La 
trasformazione del 1,3-bifosfoglicerato in 3-fosfo- 
glicerato per l’azione successiva di questi due enzi- 
mi (mutasi e fosfatasi) implica l’abolizione di for- 
mazione dell’ ATP nella reazione catalizzata dalla 
fosfoglicerato chinasi. In effetti, a seconda della 
maggior richiesta di ATP o di 2,3-bifosfoglicerato, 
gli eritrociti utilizzano la normale via glicolitica, 
oppure questo specifico “bypass” metabolico: 


Aldeide 
3-fosfoglicerica 


I 


1,3- since 


«“ (Chinasi) 


3-fosfoglicerato 


(Mutasi) 


2,3- DRFORAM 


(Fosfatasi) 


Formazione del fosfoenolpiruvato (PEP). Per 
azione della eno/asi 11 2-fosfoglicerato viene dei- 
dratato in fosfoenolpiruvato (PEP): 


o o. fr 
% te 
H}-c— O—P AD % COP 
M 2+ 
CH s_oH] MI) CH, 


Fosfoenolpiruvato 
(PEP) 


2-fosfoglicerato 


Nella trasformazione da estere di un alcool se- 
condario ad estere di un enolo, l’energia di legame 
fosforico aumenta considerevolmente (il PEP è il 
composto a più elevato contenuto energetico, 
AG”;= 14,0 kcal/mole). Purtuttavia la reazione è re- 
versibile e la ragione di tale reversibilità va ricerca- 
ta nella termodinamica di sottrazione e, rispettiva- 
mente, di addizione della molecola dell’acqua. 
L'attività della enolasi richiede presenza di Mg?*. 
L'enzima è infatti inibito dai fluoruri, i quali, for- 
mando fluorofosfato di magnesio che precipita, sot- 


traggono Mg?* all’enzima. Così si spiega come i 
fluoruri inibiscano la glicolisi. 

II° Fosforilazione dell’ADP. In questa reazione, 
catalizzata dalla piruvato chinasi, il gruppo fosfori- 
co del PEP viene trasferito sull’ADP per formare 
ATP: 


e sr < 0 “E O, 0° 
a _# ADP__ATP X_7 N 
XxX do bd 
| | | 
G-0nP : OH] c=0 
Mg?* | 
(Mg) CH CH. 
PRI Piruvato Piruvato 


(forma enolica) (forma chetonica) 


La reazione è irreversibile in quanto l’energia li- 
bera (AG) del legame fosforico dell’ ATP (-7,5 
kcal/mole) è molto inferiore a quella del PEP (14,0 
kcal/mole). Pertanto il trasferimento del —P avviene 
sempre dal PEP all’ ADP. La denominazione piruva- 
to chinasi è quindi impropria. 

La piruvato chinasi è un enzima oligomerico, 
che richiede K* e Mg?* o Mn?*, inibito con mecca- 
nismo allosterico da ATP, citrato ed acidi grassi, 
cioè dai prodotti più o meno immediati che si for- 
mano per l’azione dell’enzima (inibizione ‘feed 
back”). Il fruttosio-1,6-bifosfato, cioè un metaboli- 
ta a monte, sopprime la inibizione indotta dagli ef- 
fettori negativi (regolazione “feed-forward”). 

La piruvato chinasi è presente nei tessuti in tre 
forme isoenzimatiche: la M nel muscolo e cervello, 
la L nel fegato e la A negli altri tessuti. La forma L 
è anche influenzata dalla dieta e dagli ormoni. Il di- 
giuno, condizione che favorisce la gluconeogenesi, 
ne fa diminuire la quantità ed il glucagone, che pu- 
re stimola la gluconeogenesi, ne diminuisce la atti- 
vità stimolando la fosforilazione dell’enzima (la 
forma fosforilata è meno attiva); l’insulina fa au- 
mentare, per induzione, la quantità dell’enzima. 
L’azione antagonista del glucagone e dell’insulina 
sulla piruvato chinasi L costituisce uno degli aspet- 
ti più tipici del meccanismo d’azione di questi due 
ormoni. 

La formazione del PEP ed il successivo trasferi- 
mento del gruppo fosforico sull’ADP costituiscono 
il secondo caso di fosforilazione a livello del sub- 
strato. Il terzo caso verrà considerato nella descri- 
zione del ciclo di Krebs. 


Riduzione del piruvato in lattato. In condizioni 
di anaerobiosi, anche temporanea, i tessuti ed in 
particolare il muscolo scheletrico, che più comune- 
mente sl viene a trovare in tale condizione, usano il 


e" | 


piruvato come accettore degli equivalenti riducenti 
del NADH formatisi nella reazione di ossidazione 
dell’aldeide 3-fosfoglicerica. La reazione, cataliz- 
zata dalla /attato deidrogenasi, produce lattato e ri- 
pristina il NAD' necessario per l’ulteriore ossida- 
zione dell’aldeide 3-fosfoglicerica: 


o, dr + SE 
i 
xv NADH NAD* vw 
o=o HO CH 
CHs CHs 


ove il NADH formatosi in quella reazione non ve- 
nisse riossidato a NAD', il flusso glicolitico verreb- 
be diminuito fino ad esaurirsi. La continua riossida- 
zione del NADH nella reazione catalizzata dalla lat- 
tato deidrogenasi consente lo svolgimento continuo 
della glicolisi, compatibilmente con l’accumulo di 
lattato nei tessuti ed il conseguente abbassamento 
del pH. Questa operazione di recupero anaerobico 
del NAD'* è facilitata dalla e/evata affinità per il 
NADH da parte della lattato deidrogenasi e per il 
NAD' da parte dell’aldeide 3-fosfoglicerica dei- 
drogenasi. Questa complementarietà rende possibi- 
le il ciclo redox del NAD' illustrato nella Fig. 12.9. 

La lattico deidrogenasi, della cui natura isoenzi- 
matica si è già parlato, non è strettamente specifica 
per l’acido piruvico, essendo in grado di ridurre al- 


tri o-chetoacidi, quali l’a-chetobutirrico e l’acido ‘ 


fenilpiruvico. 
_ In condizioni aerobiche il piruvato viene invece 
ossidato a CO, nei mitocondri. 


O H 
e A 
È 
ell die 


CH,—0O—P 


+ PI 


aldeide 
3-fosfoglicerica 


H—C—OH 
CH,—O—P 


1,3-bifosfoglicerato 
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L’intero processo della glicolisi è riassunto nella 
Fig. 12.10, nella quale vengono anche messe in evi- 
denza le 3 fasi in cui si suole suddividere la glicoli- 
si: la / preparativa endoergonica, la Il intermedia e 
la HI esoergonica.Tutte le reazioni della glicolisi 
sono reversibili, escluse le tre catalizzate da chinasi 
(esochinasi, fosfofruttochinasi e piruvato chinasi). 


Significato e regolazione della 
glicolisi 


Significato. La glicolisi costituisce il processo 
obbligatorio di utilizzazione del glucosio, sia che 
questo venga trasformato in acido lattico (anaero- 
biosi), sia che venga ossidato in CO, e H;0 (aero- 
biosi). 

La Fig. 12.11, che riassume l’utilizzazione del 
glucosio nelle cellule aerobiche, mostra che, quan- 
do è disponibile ossigeno, il piruvato formatosi nel- 
la glicolisi penetra nei mitocondri dove viene ossi- 
dato in CO,. In mancanza di ossigeno il piruvato 
viene invece ridotto a lattato nel citoplasma, facen- 
do contrarre alla cellula un “debito di ossigeno”. 
Quando l’ossigeno diventerà disponibile, questo 
debito sarà pagato con la riossidazione del lattato a 
piruvato e con la completa ossidazione di quest’ul- 
timo. 

La Fig. 12.11 mostra anche come tutti i metabo- 
liti intermedi della glicolisi siano in forma fosfori- 
lata e poiché 1 composti fosforilati non possono per- 
meare le membrane, essi rimangono nel citoplasma 
a disposizione degli enzimi glicolitici. Solo il pro- 
dotto di partenza (glucosio) può entrare nella cellu- 


NAD* 


lattato 


NADH 


piruvato 


Figura 12.9 Ciclo ossido-riduttivo del NAD+ nel processo glicolitico 





(1) = Aldeide 3-fosfoglicerica deidrogenasi; (2) = Lattato deidrogenasi. 
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(1) Glucosio o Glucosio-6-P 


ATP _ADP © 






Fruttosio-6-P 


| Fase 
ATP 


© 


ADP 


Fruttosio-1,6-Bi-P 


WA A N Il Fase 
Aldeide "2 Fosfodiossiacetone 
3-P-glicerica 6) 


2 ADP NAD* 
2 ATP NADH 
IIl Fase 


(2) 3-P-Glicerato (2) Piruvato 


2 ATP 
(2) 2-P-Glicerato 


(2) PEP 2 ADP 
( 


fosfoenolpiruvato) 


Figura 12.10 Schema della glicolisi anaerobia 


e —MTMAÉE_Ò_ _AEZJPBEPÒE ,©© = E _T_"P______________. 
(1) = Esochinasi; (2) = fosfoglucosio isomerasi; (3) = fosfofruttochinasi 1; (4) = aldolasi; (5) = trioso fosfato isome- 
rasi; (6) = gliceraldeide- 3-fosfato deidragenasi + fosfoglicerato chinasi; (7) = fosfoglicerato mutasi; (8) = enolasi; 
(9) = piruvato chinasi; (10) = lattato-deidrogenasi. 


| Fase = Preparativa india Il Fase = intermedia; Ill Fase = esoergonica. 







Sangue Citoplasma Mitocondrio 
G-6-P—-Trioso — Piruvato Acetil-CoA 


fosfati 


Figura 12.11 Utilizzazione del glucosio in anaerobiosi ed in aerobiosi 


(1) = Glucosio-6-P fosfatasi; A = membrana cellulare; B= membrana mitocondriale. 


la e solo il prodotto terminale (lattato) può uscirne. 
Il piruvato entra invece nei mitocondri dove viene 
ossidato. Le cellule dotate di glucosio-6-P fosfatasi 
(cellule epatiche), in quanto capaci di defosforilare 
il glucosio-6-P, possono riesportare il glucosio nel- 
lo spazio extracellulare. 

Gli enzimi glicolitici sono particolarmente attivi 
nei tessuti (es. muscolo scheletrico, eritrociti, epite- 
lio intestinale, cellule embrionali e tumorali) predi- 
sposti a produrre energia anche in condizioni di 
anaerobiosi. Al contrario i tessuti tipicamente aero- 
bici, come cuore e cervello, più degli altri sensibili 
alla deficienza di ossigeno, sono dotati di enzimi 
glicolitici molto meno efficienti. La straordinaria 
efficienza della glicolisi anaerobica delle cellule 
embrionali e di quelle tumorali, spiega la loro capa- 
cità a sopravvivere e moltiplicarsi anche in condi- 
zioni di scarso apporto di ossigeno. 


Regolazione. Il flusso metabolico nella glicolisi 
è regolato dalle seguenti condizioni: 

Disponibilità di glucosio nella cellula. 

Concentrazione del glucosio-6-P. Una elevata 
concentrazione di questo metabolita inibisce le eso- 
chinasi e stimola la glicogeno sintetasi D, favoren- 
do la propria incorporazione nel glicogeno, piutto- 
sto che la demolizione nella glicolisi. 

Attività della fosfofruttochinasi e della piruvato 
chinasi. L’attività di questi due enzimi è soggetta, 
come si è detto, a modulazione allosterica pluriva- 
lente da parte di composti qualificati a segnalare 
uno stato di deficienza energetica della cellula (atti- 
vazione) o di surplus energetico (inibizione). 
L’attività degli stessi enzimi è pure controllata dal- 
lo stato di fosforilazione-defosforilazione, cAMP 
dipendente, direttamente nel caso della piruvato 
chinasi, indirettamente nel caso della fosfofrutto- 
chinasi (vedi l’azione del fruttosio-2,6-bifosfato). 
Di conseguenza gli stessi enzimi sono esposti a 
controlli ormonali: stimolatori (insulina) o inibitori 
(glucagone, adrenalina). 


Disponibilità di NAD'*. 
Bilancio energetico della glicolisi 


Il bilancio energetico della glicolisi anaerobica è 
di due moli di ATP per mole di glucosio (Tab. 
1240, 

Se si considera che la variazione di energia libera 
nella trasformazione di una mole di glucosio in due 
di acido lattico è di —52,6 kcal e che la formazione di 
2 moli di ATP da ADP + Pi corrisponde alla conser- 
vazione di 15 kcal, /a resa energetica della glicolisi 
anaerobica ha una efficienza del 28% (15/52,6). 
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Tabella 12-II 


Bilancio energetico della glicolisi anaerobica. 


Glucosio > G-6-P 

F-6-P > F-1,6-dP 

1,3-bifosfoglicerato + 3-fosfoglicerato | 
PEP piruvato 


1) 
2) 
3) 
4) 


Netto | +2 


— = ATP consumato 
+ = ATP prodotto 


Il bilancio energetico della glicolisi aerobica, 
cioè della trasformazione di 1 mole di glucosio in 6 
di CO; e in 6 di H,0, comprendente il processo mi- 
tocondriale di ossidazione del piruvato e degli equi- 
valenti riducenti [NADH] formatisi nella fase anae- 
robica citoplasmatica, è molto più elevato (Tabella 
12.III e Fig, 12,6). 


La glicolisi nei vari tessuti 


Privi di mitocondri e perciò incapaci di ricavare 
energia dal processo di ‘fosforilazione ossidativa” 1 
globuli rossi del sangue ricavano per intero il loro 
fabbisogno energetico dalla glicolisi anaerobica 
(glucosio + lattato). Le cellule del cerve//o, escluse 


| quelle della glia, utilizzano solamente glucosio nel 


processo della g/icolisi aerobica (glucosio + CO)). 
Convertono cioè il glucosio in piruvato ed ossidano 
questo in CO, nel processo di fosforilazione ossida- 
tiva mitocondriale. Il tessuto muscolare (muscolo 
scheletrico e cardiaco) in condizioni aerobiche con- 
suma preferenzialmente gli acidi grassi, ma in con- 
dizioni anaerobiche ricava pro tempore energia dal- 
la glicolisi anaerobica (glucosio + lattato). 


Tabella 12-III 


Bilancio energetico della glicolisi aerobica. 


1) Glucosio + 2 piruvato* 
2) 2 piruvato +> 6 CO7** 
3) 2 NADH +2 NAD* *** 


Totale | +30-32 


* Glicolisi, citoplasmatica (vedi Tab. 11.1!) 

** Processi mitocondriali 

*** Gli equivalenti riducenti del NADH prodottosi nel cito- 
plasma sono trasferiti nel mitocondrio attraverso il sistema 
pendolare fosfodiossiacetone-glicerolo-3-fosfato e trasferiti 
sul FAD con formazione di FADH; (P/O = 1.5), e, in par- 
te attraverso il sistema malato-aspartato con diretta ossida- 
zione del NADH da parte della catena respiratoria (P/O = 
2.5) 
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Effetto Pasteur 


Quando le cellule, capaci di metabolizzare il 
glucosio sia anaerobicamente che aerobicamente, 
sono mantenute in condizioni aerobiche, consuma- 
no meno glucosio e formano meno acido lattico di 
quando sono in condizioni anaerobiche. L’osser- 
vazione di questo fenomeno, che dal punto di vista 
finalistico è oggi spiegata dalla maggior resa ener- 
getica della glicolisi aerobica rispetto a quella anae- 
robica e dal fatto che il piruvato in presenza di os- 
sigeno non viene ridotto a lattato ma ossidato a 
CO, aveva portato L. Pasteur ad enunciare che 
l’ossigeno inibisce la glicolisi: ‘effetto Pasteur”. A 
distanza di tanti anni il meccanismo dell’effetto 
Pasteur, cioè il meccanismo con il quale la disponi- 
bilità di ossigeno segnala alla cellula di incanalare 
meno glucosio nella glicolisi è ancora dibattuto. La 
spiegazione più ovvia è che in condizioni aerobiche 
la fosforilazione ossidativa mitocondriale del piru- 
vato produce una elevata quantità di ATP. Se si con- 
sidera che l’aumento di ATP e la concomitante di- 
minuzione di ADP (ed ancor più di AMP in equili- 
brio con l’ADP tramite l’attività della adenilato chi- 
nasi) inibisce l’attività della 6-fosfofrutto-chinasi 1 
(pag. ), si comprende come in condizioni aerobi- 
che il flusso glicolitico abbia a diminuire. 


La fermentazione alcolica 


È un processo proprio di molti lieviti e microor- 
ganismi — alcuni dei quali alberganti nel lume inte- 
stinale dell’uomo — analogo alla glicolisi. La fer- 
mentazione alcoolica utilizza infatti gli stessi enzi- 
mi della glicolisi escluso quello dell’ultima tappa, 
nella quale il piruvato anziché ridotto in lattato vie- 
ne decarbossilato in aldeide acetica dalla a/co/ de- 
carbossilasi. A sua volta l’aldeide acetica viene ri- 
dotta in etanolo dalla a/co/ deidrogenasi a spese del 
NADH prodotto nella ossidazione della aldeide 3- 
fosfoglicerica. 


GLUCONEOGENESI 


L’antica osservazione che alcuni tessuti animali 
sono capaci di sintetizzare glucosio anche quando 
la dieta è assolutamente priva di glucidi implica la 
capacità di questi tessuti di sintetizzare glucosio da 
materiale non glucidico. Ciò avviene nel processo 
della gluconeogenesi, le cui tappe coincidono con 
quelle della glicolisi, ma con decorso opposto. 
Fanno eccezione le 3 reazioni glicolitiche termodi- 
namicante irreversibili: 


1) glucosio + ATP + glucosio-6-P + ADP 


2) fruttosio-6-P + ATP + fruttosio-1,6-bifosfato + 
ADP 


3) fosfoenolpiruvato + ADP + piruvato + ATP 


Nella gluconeogenesi queste reazioni, decorren- 
ti in direzione opposta, vengono sostituite da rea- 
zioni catalizzate da enzimi distinti. L’iter metaboli- 
co della gluconeogenesi è riportato nella Fig. 12.12. 

I principali precursori della gluconeogenesi so- 
no gli amminoacidi glucogenici, che per transami- 
nazione o deaminazione ossidativa producono os- 
saloacetato (Fig. 12.12). Ciò avviene in modo diret- 
to e per il tramite del piruvato e dell’a-chetogluta- 
rato entrambi convertibili a ossalacetato. Per contro 
gli amminoacidi chetogenici (quali lisina e leucina) 
non alimentano la gluconeogenesi in quanto non 
producono ossaloacetato, bensì acetil-CoA, precur- 
sore dei corpi chetonici. 


Fosforilazione del piruvato in 
fosfoenolpiruvato (PEP) 


Come si è detto, il piruvato non può essere diret- 
tamente fosforilato in PEP per ragioni termodina- 
miche. Per questo la conversione piruvato —> PEP 
avviene in due reazioni in sequenza, ciascuna ter- 
modinamicante compatibile, con il rifornimento di 
energia da parte dell’ ATP: 


piruvato + ossaloacetato + fosfoenolpiruvato (PEP) 
La prima di queste due reazioni è catalizzata dal- 


la piruvato carbossilasi che fissa la CO, sul piruva- 
to con formazione di ossaloacetato: 


pisa 
nia CO» pre 
pia 
COO” . 060 
ATP ADP + Pi 
Piruvato Ossaloacetato 


La piruvato carbossilasi è un enzima mitocon- 


driale biotina dipendente, /a cui attività è stimolata 


allostericamente dall'’acetil-CoA. Ciò è fisiologica- 
mente rilevante in quanto un accumulo di acetil- 
CoA significa ampia disponibilità di energia, per 
cui diventa utile dirottare l’acido piruvico nel pro- 
cesso della gluconeogenesi, onde recuperarlo in 
forma di glucosio o di glicogeno. 

La seconda reazione, nella quale la creazione del 
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(2) Piruvato sr 2 Lattato 


2 
(RAT IR}, 2NADH 2NAD 
(2) Pi+ 2ADP [2] 


(2) Ossaloacetato 


(2) GTP (3) 
(2) GDP (2)CO, 
(2) PEP 
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(2) 2-Fosfoglicerato 


iS 


(2) 3-Fosfoglicerato 


(2) 1 ,3-Difosfoglicerato 


(2) NADH © 


(2) NAD 2Pi 


(1) Aldeide 3-Fosfoglicerica —"———® (1) 1-Fosfodiossiacetone 


Da 


(1) Fruttosio 1,6-Bifosfato 


He 


(1) Fruttosio 6-Fosfato 


1 CA 


(1) Glucosio 6-Fosfato —- Glucosio 


(2)ATP 


(2)ADP 


Figura 12.12 Gluconeogenesi. Con la doppia freccia sono indicate le reazioni reversibili, comuni 
alla glicolisi ed i numeri compresi in cerchietti si riferiscono ai relativi enzimi. Con la freccia uni- 
direzionale sono indicate le reazioni irreversibili, proprie della gluconeogenesi ed i numeri com- 
presi in quadratini i relativi enzimi 


(1) = Lattato deidrogenasi; (2) = piruvato carbossilasi (piruvato chinasi*); (3) = PEP carbossichinasi (piruvato china- 
si*); (4) = enolasi; (5) = fosfogliceromutasi; (6) = fosfoglicerato chinasi; (7) = aldeide 3-fosfoglicerica deidrogena- 
si; (8) = fosfotrioso isomerasi; (9) = aldolasi; (10) = fruttosio 1,6-bifosfato fostatasi (fosfofruttochinasi*); (11) = fo- 
sfoesoisomerasi; (12) = glucosio 6-fosfato fosfatasi (esochinasi* e glucochinasi*). In parentesi, asteriscati, i corrispon- 
denti enzimi della glicolisi. 
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legame enolfosforico del PEP è resa possibile dalla 
concomitante decarbossilazione dell’ossaloacetato, 
è catalizzata dalla PEP carbossichinasi, che utiliz- 
za come donatore del gruppo fosforico il GTP, o 
l’ITP. Sommando le due reazioni ed eliminando i 
termini comuni (ossalacetato e CO.) si ottiene la 
reazione globale: 


O N pe, i O ù Pa, 
6=0 -o=P 
CH; CH: 
| GTP GDP 
C 
a “ 
Ossaloacetato PEP 


Quindi la conversione del PEP in piruvato pro- 
duce una molecola di ATP, la trasformazione inver- 
sa (piruvato + PEP) richiede due molecole di ATP. 


O, 0° O. 0 
Vv LA 
PE aan COP + ADP + GDP + Pi 
CHy CH. 
Piruvato PEP 
CITOPLASMA 
Piruvato 
PEP 
Co, GDP ATP 
GTP ADP 
Ossaloacetato “TEN Malato 
NADH NAD+ 


Nella maggioranza degli animali la piruvato car- 
bossilasi ha sede mitocondriale, mentre la PEP car- 
bossichinasi ha sede citoplasmatica. Ciò implica il 
trasferimento dell’ossaloacetato dal mitocondrio al 
citoplasma. Essendo scarsamente permeabile attra- 
verso la membrana mitocondriale interna, il tra- 
sporto dell’ossaloacetato è agevolato dalla sua ridu- 
zione a malato, come è illustrato nella Fig. 12.13,0 
dalla sua transaminazione in aspartato, o infine dal- 
la sua incorporazione nel citrato. Si noti come il 
processo illustrato nella Fig. 12.13 implichi anche 
un trasferimento indiretto di equivalenti riducenti 
dal mitocondrio al citoplasma. 

Il PEP formatosi nelle due reazioni descritte vie- 
ne convertito in aldeide 3-fosfoglicerica nella serie 
di reazioni glicolitiche già descritte, ma procedenti 
a ritroso, catalizzate comunque dagli stessi enzimi 
(Fig. 12.12). La trioso fosfato isomerasi provvede a 
trasformare parte dell’aldeide 3-fosfoglicerica in 
fosfodiossiacetone, consentendo così all’aldolasi di 
formare fruttosio-1,6-bifosfato. 


MITOCONDRIO 


La Piruvato 


ATP 
CO; 


po 


ADP + P 


Ossaloacetato 


NADH 


NAD+ 


3 Malato 


Figura 12.13 Formazione del fosfoenolpiruvato dal piruvato 


(1) = Piruvato carbossilasi; (2) = malato deidrogenasi mitocondriale; (3) = malato deidrogenasi citoplasmatica; (4) 


= PEP carbossichinasi. 


Defosforilazione del fruttosio-1,6- 
bifosfato in fruttosio-6-P 


Per le stesse ragioni termodinamiche anche que- 
sta reazione non può avvenire per azione della fo- 
sfofruttochinasi con formazione di ATP. La defosfo- 
rilazione del fruttosio-1,6-bifosfato avviene invece 
per azione di altro enzima, la fruttosio-1,6-bifosfa- 
tofosfatasi che idrolizza il legame fosfoestereo in 
posizione 1 del fruttosio-1,6-bifosfato: 


H,O 


fruttosio-1,6-bifosfato fruttosio-6-P 


Pi 


L’attività di questo enzima è regolata allosterica- 
mente dall’ ATP, effettore positivo e dall’ AMP e dal 
fruttosio-2,6-bifosfato, effettori negativi (Fig. 
12.7). Tale regolazione, che rende minimamente at- 
tivo questo enzima nelle condizioni in cui l’attività 
della fruttosio-6-P chinasi è massima e viceversa, 
evita il crearsi di un “ciclo futile”. 

Il fruttosio-6-P viene isomerizzato in glucosio- 
6-P dalla g/ucosio-6-P isomerasi, ma il glucosio-6- 
P che non può, sempre per ragioni termodinamiche, 
essere convertito in glucosio ed ATP dalla esochina- 

si o dalla glucochinasi, viene quindi idrolizzato da 
altro enzima: la g/ucosio-6-P fosfatasi. 


Defosforilazione del glucosio-6-P 
in glucosio 


È la glucosio-6-P-fosfatasi che catalizza questa 
reazione idrolitica: 


H,O 


glucosio-6-P glucosio 


Pi 


Se glucochinasi, o esochinasi, e glucosio-6-fo- 
sfatasi operassero simultaneamente si avrebbe un 
ciclo futile dissipatore di ATP, che verrebbe trasfor- 
mato in ADP e Pi (Fig. 12.14). Ciò non si verifica, 
sia perché una elevata concentrazione di glucosio- 
6-P facilita l’attività della glucosio-6-P fosfatasi e 
nel contempo inibisce la esochinasi, sia perché la 
attività della glucochinasi, o delle esochinasi, e del- 
la glucosio-6-P fosfatasi sono regolate dalla dispo- 
nibilità dei rispettivi substrati. Quando cioè vi è ele- 
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vata disponibilità di glucosio è attiva la glucochina- 
si, o esochinasi, quando vi è scarsa disponibilità di 
glucosio ed elevata disponibilità di glucosio-6-P 
(che si forma nel processo della gluconeogenesi) è 
elevata l’attività della glucosio-6-P fosfatasi. 

La glucosio-6-fosfatasi, a differenza degli altri 
enzimi della gluconeogenesi è /egata alla membra- 
na del reticolo endoplasmico, per cui il glucosio-6- 
P per subirne l’azione deve essere trasportato dal ci- 
tosol nel reticolo endoplasmico. Questo trasporto è 
mediato da una specifica traslocasi. 

La glucosio-6-P-fosfatasi è presente solo ne/le 
cellule dei tessuti (fegato, rene ed intestino) capaci 
di rilasciare glucosio al sangue. Questa funzione è 
preminente nel fegato, l’organo che controlla-la-gli- 
cemia. Quando questa tende a decrescere, il fegato, 
per mantenerla quanto più possibile costante, im- 
mette glucosio in circolo, ricavandolo primaria- 
mente dal glicogeno mediante il processo della gli- 
cogenolisi e secondariamente sintetizzandolo ex 
novo nel processo della gluconeogenesi. 

L’insieme delle reazioni della gluconeogenesi a 
partire dal piruvato (lattato) è illustrato, come già ri- 
portato, nella Fig. 12.12. Si può osservare che delle 
11 reazioni di cui consta il processo gluconeogeni- 
co, 7 sono reversibili e 4 irreversibili. Le 7 reversi- 
bili sono catalizzate dagli stessi enzimi che nella 
glicolisi catalizzano le stesse reazioni in senso op- 
posto. Le 4 irreversibili sono catalizzate da enzimi 
propri della gluconeogenesi e rimpiazzano le tre 


* reazioni irreversibili della glicolisi catalizzate dalle 


relative chinasi. Proprio per l’utilizzo delle reazioni 
reversibili in comune, il flusso gluconeogenetico 
non può svolgersi contemporaneamente a quello 
della glicolisi. La condizione che lo permette è 
quella in cui (a) il glucosio è assente, (b) si realiz- 
za una elevata concentrazione di @-chetoacidi (e 
quindi di fosfoenolpiruvato), (c) il ciclo di Krebs 


ATP ADP 
Glucosio Glucosio-6-P 
Pi H,O 


Figura. 12.14 Ciclo del substrato “glucosio-glu- 
cosio-6-P” 

(1) = Esochinasi o glucochinasi; (2) = glucosio-6-fosfa- 
tasi. 
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funziona regolarmente, alimentato da acetil-CoA di 
origine lipidica e ossalacetato di origine non glici- 
dica e (d) l'approvvigionamento di ATP è assicura- 
to dalla fosforilazione ossidativa. 


Significato, bilancio energetico e 
regolazione 


Significato. Per gluconeogenesi si intende quin- 
di la sintesi ex novo di glucosio (o di glicogeno) a 
partire da precursori non glucidici, quali acido latti- 
co, amminoacidi glucogenici e glicerolo, cioè dai 
metaboliti capaci di trasformarsi direttamente o in- 
direttamente in piruvato, ossaloacetato o in trioso 
fosfati (Fig. 12.15). 

a) Lattato. Un uomo adulto normalmente attivo 
produce nelle 24 ore 120 g circa di lattato; 40 di 
questi sono prodotti dai tessuti aventi un metaboli- 
smo esclusivamente anaerobico (eritrociti e retina), 
i restanti da altri tessuti (muscolo scheletrico, cer- 
vello, pelle) dipendentemente dalla disponibilità di 
ossigeno. Questa riguarda particolarmente il mu- 
scolo scheletrico, che, se sottoposto ad esercizio in- 
tenso, può produrre una quantità di lattato che può 
superare di molto i suddetti 120 g totali, portando 
all’acidosi. 


prolina 
ornitina 
istidina 
glutammato 


c-CHETOGLUTARATO 


treonina 


isoleucina 
valina 


metionina 


b) Glicerolo. Il glicerolo viene prodotto per idro- 
lisi dei trigliceridi, soprattutto a livello del tessuto 
adiposo e, riversato nel sangue, viene portato al fe- 
gato, che lo converte pressoché totalmente in gluco- 
sio. Un uomo normale produce 18 g circa di glice- 
rolo nelle 24 ore a partire dai propri trigliceridi; 
questa quantità aumenta in seguito ad esercizio fisi- 
co 0 a stress. Nel fegato il glicerolo viene fosforila- 
to a glicerolo 3-fosfato dalla glicerolo chinasi e 
quindi ossidato a fosfodiossiacetone dalla g/icerolo 
3-fosfato deidrogenasi. 

c) Amminoacidi glucogenici. Questi amminoaci- 
di, come del resto quelli chetogenici, derivano dalle 
proteine alimentari o, specie nel digiuno e nell’eser- 
cizio muscolare intenso, dalla proteolisi di proteine 
endogene, specie muscolari. I due amminoacidi che 
maggiormente contribuiscono alla gluconeogenesi 
epatica sono l’alanina e l’acido glutammico; nei reni 
la glutammina e la glicina. La somministrazione di 
questi precursori ad un animale a digiuno induce in- 
cremento del glicogeno epatico, ad un animale diabe- 
tico una quasi equivalente eliminazione di glucosio 
con le urine: di qui la denominazione “g/ucogenici”. 

La gluconeogenesi non è un processo ubiquita- 
rio, ma si svolge solo nei tessuti (fegato e rene) do- 
tati dei 4 enzimi glucogenici: piruvato carbossilasi, 
PEP carbossichinasi, fruttosio-bifosfatofosfatasi e 
glucosio-6-P fosfatasi. 


LATTATO 


| 


PIRUVATO  «——ALANINA 


co, 


SUCCINATO — —CR—® OSSALOACETATO «— ASPARTATO 


PEP 


GLICEROLO o a-GLICEROFOSFATO____ TRIOSO FOSFATI 


| 


GLUCOSIO 


Figura 12.15 Substrati utilizzabili nella gluconeogenesi 


CK = Ciclo di Krebs. 


Bilancio energetico. La gluconeogenesi è un 
processo tipicamente endergonico: ogni molecola 
di piruvato che viene incorporata nel glucosio ri- 
chiede infatti 3-P: due per la formazione del PEP, 
una per la fosforilazione dell’acido 3-fosfoglicerico 
in acido 1,3-difosfoglicerico (Fig. 11.12). Inoltre 
una molecola di NADH viene ossidata nella ridu- 
zione dell’acido 1,3-bifosfoglicerico in aldeide 3- 
fosfoglicerica. Pertanto la neoformazione di una 
mole di glucosio da due moli di piruvato è soggetta 
al seguente bilancio: 


2 piruvato + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 6 H,0 
+ lglucosio + 4 ADP + 2 GDP + 2 NAD' + 6 Pi 


È la B-ossidazione degli acidi grassi (pag. 000) 
che sostiene la gluconeogenesi producendo ATP, 
NADH edacetil/-CoA, l’attivatore allosterico della 
piruvato carbossilasi. Pertanto il catabolismo degli 
acidi grassi promuove la gluconeogenesi fornendo 
l’ATP necessario e l’acetil-CoA attivatore della pi- 
ruvato carbossilasi. L'aumento di acetil-CoA e del- 
l’attività della piruvato carbossilasi produce citrato, 
effettore negativo della 6-fosfofrutto chinasi 1. 
Questo enzima fondamentale per la glicolisi viene 
anche inibito dall’aumentato rapporto ATP/AMP 
pure promosso dalla ossidazione degli acidi grassi. 
Il catabolismo dei lipidi contribuisce alla gluconeo- 
genesi anche producendo glicerolo, che nel fegato e 
nei reni può essere convertito nei trioso-fosfati. 


Regolazione. Come sopra accennato glicolisi e 
gluconeogenesi, catalizzate per la gran parte dagli 
stessi enzimi a sede citoplasmatica, non si svolgono 
simultaneamente evitando così che si crei un siste- 
ma ciclico di dissipazione di energia. Ciò non av- 
viene in quanto i 3 enzimi specifici della glicolisi 
ed i 4 enzimi specifici della gluconeogenesi (Fig. 
12.12) sono sotto il controllo di fattori citoplasma- 
tici, che dipendentemente dalle condizioni energeti- 
che, attivano gli uni inibendo i secondi, o vicever- 
sa. 

Il fattore più importante di questo controllo è il 
rapporto citoplasmatico-ATP/(ADP+AMP). 
Quando tale rapporto è elevato viene inibita l’attivi- 
tà dei due enzimi glicolitici fosfofruttochinasi e pi- 
ruvato chinasi; quando questo rapporto è basso ed 
in particolare quando la concentrazione di AMP è 
elevata, viene inibito l’enzima gluconeogenetico 
fruttosio bifosfatofosfatasi (Fig. 12.7). Altro fattore 
di regolazione è l’aceti/-CoA che, attivando la piru- 
vato carbossilasi, stimola la gluconeogenesi. Una 
elevata concentrazione di acetil-CoA si verifica nel 
digiuno e nel diabete per una accentuata f}-ossida- 
zione degli acidi grassi. Un terzo fattore che regola 
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la gluconeogenesi, stimolandola, è il /attato; 1’ossi- 
dazione epatica del lattato in piruvato genera 
NADH che viene utilizzato per la conversione del- 
l’acido 1,3-bifosfoglicerico in aldeide 3-fosfoglice- 
rica (Fig. 12.13), in tal modo facilitando la gluco- 
neogenesi. La Tabella 12.IV riporta schematica- 
mente l’azione di questi fattori e di altri sulla glico- 
lisi e sulla gluconeogenesi. 

Un ulteriore controllo (controllo a lungo termi- 
ne) è esplicato dall’insulina e dal cortisolo. 
L’insulina reprime la biosintesi degli enzimi strate- 
gici del processo inibendo la gluconeogenesi, il cor- 
tisolo la stimola attivando il processo di induzione 
della sintesi degli stessi enzimi. Questo spiega in 
parte l’azione antagonista dei due ormoni sulla gli- 
cemia (vedi per maggiori dettagli il Capitolo: 
“Biochimica degli ormoni”). 


I cicli futili 


Se le reazioni opposte, ma non reversibili, della 
glicolisi e della gluconeogenesi si svolgessero si- 
multaneamente e con la stessa velocità ne derive- 
rebbe un ciclo futile. Per esempio, se il glucosio ve- 
nisse contemporaneamente fosforilato e defosfori- 
lato con la stessa velocità, il risultato netto sarebbe 
una stechiometrica e apparentemente inutile idroli- 
si di ATP (Fig. 12.14). In realtà, nella stessa cellula 
o tessuto, le due reazioni antagoniste non decorrono 
mai simultaneamente, ma, quando ciò avvenisse, 
mai con la stessa velocità, per cui la dissipazione di 
energia è in ogni caso limitata. La dissipazione di 
energia che si verifica in questi cicli apparentemen- 
te futili (è preferibile chiamarli “cicli del substra- 
to”) si traduce in produzione di calore (termogene- 


Tabella 12.IV 


Metaboliti e fattori che modificano il flusso metabolico 
nella glicolisi e nella gluconeogenesi. 







I 


+ 


| 


+ = aumento 
— = diminuzione 
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s1) che l’organismo commisura alle condizioni am- 
bientali (termoregolazione). 


Ciclo di Cori o ciclo “muscolo- 
fegato” 


Nei vari tessuti degli animali superiori glicolisi e 
gluconeogenesi si svolgono in modo differenziato, 
nel senso che in alcuni tessuti la glicolisi è molto at- 


tiva e la gluconeogenesi molto poco. Questo è il ca- 


so del muscolo scheletrico, nel quale gli enzimi ti- 
pici della gluconeogenesi hanno attività molto limi- 
tata, se non nulla, mentre il processo glicolitico vi si 
può svolgere con grande intensità. Nel fegato la si- 
tuazione è opposta. Pertanto quando il muscolo la- 
| vora in anaerobiosi, l’acido lattico formatosi viene 
riversato in circolo e portato al fegato dove viene 
trasformato in glucosio e questo riportato al musco- 
lo (Fig. 12.16). Questa integrazione metabolica fra 
muscolo e fegato è resa possibile da due circostan- 
ze: 1) il fegato, a differenza del muscolo, tende ad 
ossidare il lattato in piruvato, sia per le differenti 
proprietà cinetiche della lattato deidrogenasi, sia 
perché il rapporto NAD'/NADH è molto più eleva- 
to nel fegato che nel muscolo in esercizio; 2) il fe- 
gato, dotato di glucosio 6-P-fosfatasi, può riversare 
glucosio nel sangue. 

Durante l’esercizio muscolare oltre al lattato il 
muscolo immette in circolo alanina con un ritmo a 
volte centinaia di volte più elevato che in condizio- 
ni di riposo. L’alanina si forma nella cellula musco- 
lare per transaminazione fra piruvato ed altri ammi- 
noacidi e costituisce un mezzo per trasportare l’azo- 
to amminico al fegato in forma non tossica. Lo 


scheletro carbonioso dell’alanina viene convertito 
dal fegato in glucosio, mentre il gruppo amminico 
viene incorporato nell’urea (Fig. 12.16). 


METABOLISMO AEROBICO DEL 
GLUCOSIO 


Trasferimento degli equivalenti 
riducenti dal citoplasma ai 
mitocondri mediante i sistemi 
pendolari 


In condizioni di disponibilità di ossigeno il 
NADH citoplasmatico, formatosi nella glicolisi, 
viene ossidato dai mitocondri. Non potendo tuttavia 
il NADH permeare la membrana mitocondriale, gli 
equivalenti riducenti ad esso associati vengono tra- 
sferiti all’interno dei mitocondri per via indiretta, 
tramite 1 così detti “sistemi pendolari” o “shutt- 
les”. I due principali sono il sistema “fosfodiossia- 
cetone-glicerol-3-fosfato” ed il sistema “malato- 
aspartato”. 


Sistema pendolare “fosfodiossiace- 
tone glicerolo-3-fosfato” 


Come è illustrato nella Fig. 12.17, la glicerol-3- 
fosfato deidrogenasi citoplasmatica (NAD* dipen- 
dente) riduce il fosfodiossiacetone, prodotto dalla 
glicolisi, in glicerol-3-fosfato a spese del NADH. Si 
ripristina così il NAD', utilizzabile nel processo 
glicolitico, mentre il glicerol-3-fosfato, capace di 


FEGATO SANGUE MUSCOLO 
Glucosio-6-P Glucosio Glucosio-6-P 
Urea Piruvato 
Piruvato Ammi no 
NH3 CO? acidi 
Alanina Alanina Alanina 
Lattato Lattato Lattato 


Figura 12.16 Circolo “muscolo-fegato” o “ciclo di Cori” 





penetrare nella membrana interna mitocondriale 
viene ossidato dalla glicerol-3-fosfato deidrogenasi 
mitocondriale (FAD dipendente). Il fosfodiossiace- 
tone, così formato, ritorna nel citoplasma dove vie- 
ne di nuovo ridotto per ripetere il ciclo. Il FADH, 
legato alla glicerol-3-fosfato deidrogenasi mitocon- 
driale cede gli idrogeni al CoQ promuovendo la for- 
mazione di 2 molecole di ATP (vedi catena respira- 
toria). Nei tessuti dei vertebrati superiori l’attività 
di questo sistema pendolare è relativamente scarsa. 
Tuttavia gli ormoni tiroidei inducono neosintesi 
della glicerol-3-fosfato deidrogenasi specialmente 
nel fegato. È a questa induzione ed al conseguente 
potenziamento del sistema pendolare descritto che 
si può riferire, in parte, l’aumentato consumo di O, 
indotto dagli ormoni tiroidei. Nelle cellule dei tu- 
mori maligni la glicerol-3-fosfato deidrogenasi è 
praticamente silente. Tale difetto potrebbe spiegare 
perché in detti tumori il processo glicolitico anaero- 
bico sia molto più attivo che nelle cellule normali. 


Sistema pendolare “malato- 
aspartato” 


Per azione della malato deidrogenasi citopla- 
smatica il NADH formatosi nella glicolisi può es- 
sere anche ossidato (in piccola parte) a spese del- 


Citoplasma 
Glicolisi 
CH,0-P 
NADH ‘nt 
CH,OH 
1) Fosfodiossiacetone 
i 
+ H-C-OH 
ND H70H 


Glicerol-3-fosfato 
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l’ossaloacetato che viene ridotto a malato. Questo 
metabolita penetra nell’interno dei mitocondri do- 
ve, per azione della malato deidrogenasi mitocon- 
driale, viene riossidato ad ossaloacetato riducendo 
il NAD' mitocondriale (Fig. 12.18). Per effetto di 
questa operazione il NADH citoplasmatico viene 
ossidato, mentre una stechiometrica quantità di 
NAD' mitocondriale viene ridotta. Il NADH mito- 
condriale viene prontamente ossidato nella catena 
respiratoria. L’ossaloacetato mitocondriale, di per 
sé incapace di varcare la membrana interna, viene 
riportato nel citoplasma in forma di aspartato dopo 
transaminazione con il glutammato per azione della 
glutammato-ossaloacetato transaminasi mitocon- 
driale. Nel citoplasma l’aspartato viene riconverti- 
to in ossaloacetato per azione della g/utammato 0s- 
saloacetato transaminasi citoplasmatica ed 1l pro- 
cesso può così ripetersi indefinitivamente. In questo 
sistema pendolare per ogni molecola di malato e di 
glutammato che entra nei mitocondri, esce una mo- 
lecola di a.-chetoglutarato e di aspartato rispettiva- 
mente. Il sistema ‘“malato-aspartato” è prevalente 
nel fegato e produce 3 moli di ATP per ogni mole di 
NADH che viene ossidata nella catena respiratoria. 

Mentre il sistema ‘“fosfodiossiacetone-glicerol- 
3-fosfato” può trasferire gli equivalenti riducenti 
solo unidirezionalmente dal citoplasma ai mitocon- 
dri, il sistema ‘“malato-aspartato” li può trasferire 
bidirezionalmente nell’uno o nell’altro senso. 


Membrana mitocondriale 


interna 
CH3o»P 
sE FADH CoQ 
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Figura 12.17 Ossidazione del NADH citoplasmatico mediata dal sistema pendolare “fosfodiossia- 


cetone-glicerol-3-fosfato” 


(1) = Glicerol-3-fosfato deidrogenasi citoplasmatica; (2) = glicerol-3-fosfato deidrogenasi mitocondriale; CR = 


Catena respiratoria. 
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Figura 12.18 Ciclo “malato-aspartato” 
(1) = Glutammato-ossaloacetato transaminasi (GOT) citoplasmatica; (2) = GOT mitocondriale; (3) = malato deidro- 


genasi citoplasmatica; (4) = malato deidrogenasi mitocondriale; CR = catena respiratoria. 


Questo sistema può quindi rifornire il citoplasma di 
equivalenti riducenti quando vi siano richiesti, co- 
me ad esempio per lo svolgimento della gluconeo- 
genesi (Fig. 12.15). 

Si può notare che l’operatività di questi due si- 
stemi pendolari, come di altri che vengono qui 
omessi, è basata sulla esistenza dello stesso enzima, 
sia pure in forme isoenzimatiche diverse, nei due 
compartimenti citoplasmatico e mitocondriale e 
sulla capacità dei rispettivi metaboliti di varcare la 
membrana mitocondriale interna. 


Ossidazione del piruvato 


In condizioni di sufficiente disponibilità di ossi- 
geno il piruvato che si forma direttamente nella gli- 
colisi, o indirettamente per ossidazione del lattato, 
passa dal citoplasma all’interno dei mitocondri, tra- 
sportato in forma protonata attraverso la membrana 
mitocondriale interna da un carrier specifico. 
All’interno dei mitocondri viene trasformato in ace- 
til-CoA per azione della piruvato deidrogenasi, un 
complesso enzimatico inserito nella porzione più 
interna della membrana mitocondriale interna. Il 
complesso “piruvato deidrogenasi” che catalizza la 
reazione: 


CH;-CO-COOH + NAD* + CoA-SH > 
CH3-CO = SCoA + NADH + CO, 


è costituito da tre unità funzionali: 1) piruvato dei- 
drogenasi, cui è legata la difosfotiamina (DPT); 2) 
lipoil transacetilasi, cui è legato l’acido lipoico; 3) 
diidrolipoil deidrogenasi, cui è legato il FAD. Con 


la piruvato deidrogenasi, oltre ai 3 coenzimi men- 
zionati, saldamente legati alle subunità proteiche 
del complesso, cooperano CoA e NAD'. La decar- 
bossilazione ossidativa del piruvato catalizzata dal- 
la piruvato deidrogenasi è schematizzata nella Fig. 
12.19. 

L’attività del complesso è soggetta a due tipi di 
regolazione: 1) i due prodotti della reazione della 
piruvato deidrogenasi, acetil-CoA e NADH inibi- 
scono l’attività dell’enzima; 2) la piruvato deidro- 
genasi esiste in forma defosforilata attiva ed in una 
forma fosforilata inattiva. La fosforilazione inatti- 
vante è catalizzata da una proteina chinasi mentre 
la defosforilazione inattivante è catalizzata da una 


fosfoproteina fosfatasi. Chinasi e fosfatasi sono par- 


te integrante del complesso (Fig. 12.20). 

E nota una deficienza congenita della piruvato 
deidrogenasi, o meglio delle sue componenti catali- 
tiche o regolatrici che si manifesta con acidosi lat- 
tica. Il piruvato, non potendo essere ossidato viene 
ridotto in acido lattico ed in parte transaminato in 
alanina. 

L’acetil-CoA formatosi dal piruvato, insieme 
con quello che si forma nel processo della B-ossida- 
zione degli acidi grassi e nel catabolismo di alcuni 
amino acidi, viene ossidato in CO, nel ciclo di 
Krebs. 


CICLO DEGLI ACIDI 
TRICARBOSSILICI O CICLO DI 
KREBS 


In condizioni aerobiche il piruvato formatosi 
nella glicolisi entra nei mitocondri, dove viene de- 
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Figura 12.19 Decarbosilazione ossidativa del piruvato catalizzata dal complesso piruvato deidro- 


(1) = piruvato deidrogenasi (e decarbossilasi); (2) = diidrolipoato transacetilasi; (3) = diidrolipoil deidrogenasi. 


carbossilato ossidativamente in CO) ed acetil-CoA. 
Questo acetil-CoA, insieme con quello che si forma 
nel processo mitocondriale della B-ossidazione de- 
gli acidi grassi e nel catabolismo di alcuni ammi- 
noacidi, viene completamente ossidato in un pro- 
cesso ciclico denominato “ciclo degli acidi tricar- 
bossilici” o “ciclo di Krebs”, in onore a 7ans Krebs 
che ha contribuito in misura preponderante alla sua 
formulazione. Gli enzimi del ciclo di Krebs sono lo- 
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Forma attiva 
(Defosforilata) 


Acetil-CoA 





Forma inattiva 
(Fosforilata) 


calizzati nel mitocondrio in prossimità della catena 
respiratoria, alla quale vengono convogliati gli elet- 
troni sottratti ai metaboliti intermedi del ciclo con 
produzione di ATP. In ogni rivoluzione del ciclo una 
mole di acetil-CoA viene ossidata in 2 moli di CO, 
L’ossaloacetato, necessario per la condensazione 
iniziale con l’acetil-CoA, si forma originariamente 
per carbossilazione del piruvato ad opera della piru- 
vato carbossilasi, ma viene poi ripristinato come 












Figura 12.20 Regolazione dell'attività della piruvato deidrogenasi 


+ = attivazione; - = inibizione. 
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prodotto terminale del ciclo, che può così ripetersi 
per un numero teoricamente infinito di volte. 


Le singole reazioni del ciclo di 
Krebs 


Le $ reazioni del ciclo di Krebs sono riassunte 
nella Fig. 12.21. 

Formazione del citrato. Nella prima reazione 
del ciclo l’acetil-CoA si condensa con l’ossaloace- 
tato per formare citrato con liberazione idrolitica 
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Figura 12.21 Ciclo degli acidi tricarbossilici 


(1) = Citrato sintetasi, (2) = aconitasi; (3) 


del CoA. La reazione è catalizzata dalla citrato sin- | 
tetasi: 
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isocitrato deidrogenasi; (4) = a-chetoglutarato deidrogenasi; (5) = suc- 


cinil-CoA sintetasi; (6) = succinato deidrogenasi; (7) = fumarasi; (8) = malato deidrogenasi. 


Le reazioni 3 e 4 sono irreversibili, le altre sono reversibili. 
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L’equilibrio di questa reazione è tutto spostato 
verso la formazione dell’acido citrico dalla elevata 
energia che si libera dal legame tioestereo dell’ace- 
til-CoA. Allorché sia l’ossaloacetato sia l’acetil- 
CoA siano legati al sito attivo della citrato sintetasi, 
questa energia non è confinata nel legame stesso, 
ma si espande su tutta la molecola rendendo parti- 
colarmente reattivo il gruppo metilico che tende a 
perdere in forma di protone uno dei tre idrogeni. Si 
rende così possibile lo stabilirsi di un legame cova- 
lente fra il C del gruppo metilico dell’acetile con il 
C del gruppo carbonilico dell’ossaloacetato con for- 
mazione dell’intermedio citril-CoA che rimane le- 
gato all’enzima. La citrato citrato sintetasi, è sede 
di regolazione allosterica. L'enzima viene infatti 
inibito da elevate concentrazioni di NADH e di suc- 
cinil-CoA (entrambi prodotti successivi del ciclo) 
che agiscono come effettori allosterici negativi. 

Dipendentemente dalle esigenze funzionali del- 
la cellula, il citrato può alimentare le successive 
tappe del ciclo di Krebs (produzione di energia), 
oppure uscire dal mitocondrio nel citoplasma, dove 
in una reazione inversa della condensazione produ- 
ce l’acetil-CoA necessario per la sintesi degli acidi 
grassi. In altre parole il citrato, oltre che intermedio 
del ciclo di Krebs, può anche funzionare da  tra- 
sportatore dell'’acetile attraverso la membrana mi- 
tocondriale. Si ricordi che il citrato fuoriuscito nel 
citoplasma agisce effettore negativo della fosfofrut- 
tochinasi, inibendo la glicolisi e come effettore po- 


sitivo della acetil-CoA carbossilasi, stimolando la 


biosintesi degli acidi grassi. 


Isomerizzazione del citrato in isocitrato. Per 
azione della aconitasi il citrato viene trasformato in 
isocitrato: 


ital (pi 
H-C-[H] H-C-|OH 
| n | 
Hoc — C00- 000 [H]-6-coo” 
CH H BI ora 
COO” ia COO. #® ® E 
Citrato Pra Isocitrato 
COO” 
HO HO 


Cis-aconitato 


L’aconitasi forma il cis-aconitato estraendo una 
_molecola di acqua dal citrato; questa molecola vie- 
ne quindi riintrodotta, ma con opposto orientamen- 
to, per formare l’isocitrato. All’equilibrio l’abbon- 
danza relativa dei reattivi è: citrato 90%, cis-aconi- 


tato 4%, isocitrato 6%. Sebbene la formazione di ci- 
trato sia favorita da questo equilibrio, nei tessuti re- 
spiranti l’equilibrio si sposta in favore dell’acido 
isocitrico, in quanto questo viene continuamente 
utilizzato nel ciclo. 

A proposito dell’azione della aconitasi va osser- 
vato che, benché il citrato sia una molecola simme- 
trica, il sito attivo dell’enzima è asimmetrico, con 
tre siti di riconoscimento, uno per il carbossile in 
posizione f, uno per l’ossidrile pure in posizione f, 
ed uno per il carbossimetile, posizionati in modo ta- 
le che solo il carbossimetile appartenente origina- 
riamente all’ossaloacetato può essere alloggiato. Da 
ciò consegue che la porzione -CHOH-COO? dell’1- 
socitrato e -CO-COO? dell’ulteriore metabolita del 
ciclo, l’o-chetoglutarato, appartengono all’origina- 
rio ossaloacetato. Per questi motivi il citrato si com- 
porta come molecola “prochirale”. 

La reazione aconitasica è drasticamente inibita 
dal fluoroacetato (CH,F-COO?) un tossico presen- 
te in certe piante del Sud Africa. Introdotto nell’or- 
ganismo il fluoroacetato penetra facilmente nei mi- 
tocondri, dove viene attivato in fluoroacetil-CoA 
dalla acetil-CoA sintetasi in una reazione analoga a 
quella dell’attivazione degli acidi grassi. Il fluoroa- 
cetil-CoA si condensa con l’ossaloacetato e forma 


fluorocitrato che inibisce competitivamente l’aco- 


nitasi, bloccando conseguentemente il ciclo di 
Krebs. 

Decarbossilazione ossidativa dell’isocitrato. 
L’isocitrato viene ossidato ad ossalosuccinato e 
questo decarbossilato in o-chetoglutarato nella se- 
guente reazione irreversibile: 


mi steli 
o —U CO, ? = 
H— fi 00 CO0- ); CHa 
Cha NAD* da Ò Cha 
2 | di 
COO jogi COO 
Isocitrato hi 2 c.-chetoglutarato 
| 
NADH COO. 


Ossalosuccinato 


L’ossalosuccinato, intermedio di questa reazio- 
ne, non compare come prodotto libero, in quanto 
viene decarbossilato mentre si trova legato all’enzi- 
ma. La reazione è catalizzata dalla isocitrato dei- 
drogenasi mitocondriale, NAD* e Mg?* dipendente, 
la cui attività è inibita con meccanismo allosterico 
dal NADH e dall’ATP e disinibita rispettivamente 
da NAD' e ADP. 
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L’enzima, oligomerico, può esistere infatti in 
due forme: dissociata inattiva, associata attiva. La 
transizione fra le due forme è regolata appunto dai 
rapporti NAD'/NADH e ATP/ADP: 


___ATP e NADH e NADH 

ADP E TADP E NADÈ 
Forma Forma 
attiva inattiva 


Questo controllo allosterico multiplo della isoci- 
trato deidrogenasi, tenendo anche conto che la pre- 
cedente reazione aconitasica favorisce la formazio- 
ne del citrato dall’isocitrato, è inteso ad economiz- 
zare il citrato che può così venir utilizzato in altri 
processi. 

Alcuni tessuti contengono due isocitrato deidro- 
genasi: una NAD* dipendente, che è quella sogget- 
ta al controllo allosterico descritto, ed una NADP * 
dipendente, che si trova sia nei mitocondri che nel 
citoplasma. La ragione di questa duplicità è ancora 
oscura. 


Decarbossilazione ossidativa dell’o-chetoglu- 
tarato. La decarbossilazione ossidativa dell’a-che- 
toglutarato in succinil-CoA, identica, in quanto a 
meccanismo, alla decarbossilazione ossidativa del 
piruvato in acetil-CoA, è catalizzata dal complesso 
enzimatico a-chetoglutarato deidrogenasi associa- 
to, analogamente, agli stessi coenzimi: TPP, acido 
lipoico, FAD, NAD' e CoA: 





O 
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A differenza della piruvato deidrogenasi la a- 
chetoglutarato deidrogenasi non è regolata dal pro- 
cesso della ‘fosforilazione-defosforilazione”. 

In questa reazione irreversibile si libera una se- 
conda molecola di CO,, espressione della completa 
degradazione ossidativa dell’acetile immesso nel 
ciclo. L’a-chetoglutarato, oltre che intermedio del 
ciclo di Krebs, è anche importante quale metaboli- 
ta di confluenza del metabolismo glucidico e degli 
amino acidi. Può essere infatti trasformato in glu- 
tammato, così come questo può essere convertito in 
o-chetoglutarato dalle transaminasi. 


Trasformazione del succinil-CoA in succinato. 


Per azione della succinil-CoA sintetasi, o succinato 
tiochinasi, il succinil-CoA viene demolito in succi- 
nato e CoA, mentre l’energia del legame tioestereo 
non viene dissipata idroliticamente, ma trasferita 
nel legame pirofosforico del neoformato GTP. La 
reazione è reversibile, donde le due diverse deno- 
minazioni dell’enzima. 

E questa l’unica reazione metabolica in cui il 
GDP viene preferito all’ ADP quale accettore prima- 
rio di un gruppo fosforico ricco di energia. La tra- 
sformazione del succinil-CoA in succinato è una 
reazione complessa. Innanzitutto, l’enzima trasferi- 
sce il succinile dal succinil-CoA al fosfato inorgani- 
co con liberazione del CoA. Successivamente il fo- 
sfato viene spostato dal succinil-fosfato (il cui lega- 
me anidridico conserva l’energia del legame tioe- 
stereo del succinil-CoA) ad un residuo di istidina 
dell’enzima e, infine, dall’enzima-fosfato al GDP, 
con formazione di GTP. 


CoA SH 
CH, —COO” sa CH. COO° 
CH; CH; 
c=0 6=o0 
LR GDP + Pi GTP dui 
Succinil-CoA Succinato 


Il GTP che si forma in questa reazione viene uti- 
lizzato per le reazioni “GTP dipendenti”: 1) forma- 
zione del fosfoenolpiruvato dall’ossaloacetato; 2) 
reazione terminale della sintesi proteica; 3) scissio- 
ne a GDP da parte di GTP-asi, quali quelle portate 
dalle “proteine G”, coinvolte in processi di trasdu- 
zione di segnali attraverso le membrane plasmati- 
che. Ove non utilizzato specificamente in questi 
processi, il GTP può formare ATP per trasferimento 
di un radicale fosforico all’ ADP nella seguente rea- 
zione, catalizzata dalla GTP-ADP fosfotrasferasi: 


GTP + ADP S GDP + ATP 


La generazione di un radicale fosforico ricco di 
energia che si verifica in questa reazione, costitui- 
sce Il terzo esempio di ‘fosforilazione a livello di 
substrato”.Le altre due fosforilazioni legate al sub- 
strato sono state descritte nella glicolisi: ossidazio- 
ne dell’aldeide 3-fosfoglicerica e trasformazione 
del PEP in piruvato. 

Il succinato può anche formarsi per azione della 
tioforasi che trasferisce il CoA dal succinil-CoA al- 
l’acetoacetato: 


succinil-CoA + acetoacetato 5 


succinato + acetoacetil-CoA 
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Questa reazione, alternativa a quella propria del 
ciclo catalizzata dalla succinil-CoA sintetasi, è par- 
ticolarmente attiva nei mitocondri di cuore e di mu- 
scolo e costituisce un importante anastomosi fra ci- 
clo di Krebs e processo ossidativo dei corpi cheto- 
nici. 

Ossidazione del succinato. La deidrogenazione 
del succinato in fumarato: 


FAD 


COO- FADH, COO” 
Hi-0—H CH 
H-0-M ue 
c00- c00- 
Succinato Fumarato 


è catalizzata dalla succinato deidrogenasi, una fla- 
voproteina che, a differenza degli altri enzimi del 
ciclo, è inserita nella membrana mitocondriale in- 
terna; ciò consente il trasferimento diretto degli 
elettroni alla catena respiratoria, che è pure inserita 
nel contesto della membrana. L'enzima cardiaco 
contiene una molecola di FAD e 3 complessi ferro- 
solfo che partecipano al processo ossido-riduttivo, 
accoppiato a quello fosforilativo, accettando e ce- 
dendo elettroni. Il ma/onato, l’omologo inferiore 
del succinato, inibisce la succinato deidrogenasi 
con meccanismo competitivo. Fisiologicamente la 
succinato deidrogenasi è inibita da eccesso di ossa- 
loacetato: si tratta di un controllo “feed-back” di 
ovvio significato. 


Idratazione del fumarato. Il fumarato viene re- 
versibilmente idratato a L-malato dalla /umarasi: 


pe H,O nil 
== Ò CHo 
Hc H—C—0k 
coo- COO” 
Fumarato Malato 


Ossidazione del malato. La deidrogenazione re- 
versibile dell’L-malato in ossaloacetato è catalizza- 
ta dalla malato deidrogenasi, enzima NAD' dipen- 
dente: 


Ni NAD* NADH val 
CHo CHo 
pr c —un c =0 
coo- coo- 
Malato Ossalacetato 


In questa reazione si rigenera il prodotto di par- 
tenza del ciclo, che può così riprendere una nuova 
rivoluzione ed ossidare un’ altra molecola di acetil- 
CoA. Va comunque notato che l’ossaloacetato può 
essere convertito in PEP o transaminato in asparta- 
to. Per contro nuovo ossaloacetato può formarsi per 
carbossilazione del piruvato o per transaminazione 
dell’aspartato. 


Bilancio energetico del ciclo di 
Krebs 


Durante una rivoluzione del ciclo, ad una mole- 
cola di acetil-CoA incorporata nel citrato corri- 
sponde la liberazione di due molecole di CO;; nel 
ciclo entrano infatti due carboni in forma di acetil- 
CoA ed escono due molecole di CO,, una nella dei- 
drogenazione dell’isocitrato, l’altra in quella del- 
l’a-chetoglutarato. In una rivoluzione vengono 
inoltre ridotte 3 molecole di NAD* ed una di FAD 
(Fig. 12.21). La produzione di questi “equivalenti 
riducenti” e la conseguente generazione di ATP che 
essi promuovono nel processo della fosforilazione 
ossidativa costituiscono la funzione primaria del ci- 
clo di Krebs. Per ogni molecola di acetil-CoA che 
viene ossidata nel ciclo si formano 10 molecole di 
ATP e precisamente (Fig. 12.21): 


+ — a livello delle reazioni 3,4 e 8 


(riduzione del NAD*) 7,5 ATP 
— a livello della reazione 6 
(riduzione del FAD) 1,5 ATP 
— a livello della reazione 5 
(formazione del GTP) | ATP 
Totale: 10 ATP 


Se si parte dal piruvato, alle 12 molecole di ATP 
ricavate dall’acetil-CoA si devono aggiungere le 
2,5 che si formano nel processo di decarbossilazio- 
ne ossidativa che produce acetil-CoA. Pertanto 
l'ossidazione completa di una molecola di piruvato 
in 3 di CO, implica la formazione di 12.5 molecole 
di ATP, equivalenti a 93,75 kcal (12,5 x 7,5 kcal). 
Considerando che una molecola di glucosio produ- 
ce 2 molecole di piruvato, nella fase ossidativa la 
resa è di 25 molecole di ATP contro le 2 della fase 
anaerobica (glicolisi). Alle prime si devono anche 
aggiungere le 3 o 5 molecole di ATP (a seconda del 
sistema pendolare utilizzato) che si generano nel 
mitocondrio per la ossidazione delle due molecole 
di NADH formatesi nella glicolisi. 

A differenza della glicolisi, che può svolgersi 
anche in assenza di ossigeno, il ciclo di Krebs ri- 
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chiede necessariamente l’ossigeno. Nei vari tessuti, 
glicolisi e ciclo di Krebs possono svolgersi in sin- 
cronia, oppure può predominare l’una o l’altro. 
Nell'ambito del muscolo scheletrico, ad esempio, le 
fibre rosse sono energizzate prevalentemente dal ci- 
clo di Krebs, quelle pallide dalla glicolisi (Fig. 
13:22): 


Regolazione del ciclo di Krebs 


La regolazione del ciclo di Krebs si attua attra- 
verso i seguenti meccanismi: 


Accesso dei metaboliti allo spazio intramito- 
condriale. Il flusso metabolico nel ciclo di Krebs, 
che si svolge nel compartimento mitocondriale, è 
innanzitutto regolato dall’accesso a questo compar- 
timento dei precursori dell’acetil-CoA (piruvato, 
acidi grassi ed amminoacidi). Tale accesso, media- 
to da sistemi di trasporto più o meno specifici, loca- 
lizzati nella membrana mitocondriale interna, è mo- 
dulato in modo tale da non consentire un accumulo 
di questi precursori. 


CITOPLASMA 


Fase anaerobica 
(glicolisi) 


Glucosio 


Disponibilità degli intermedi. Alcuni intermedi 
possono essere distolti dal ciclo per essere impiega- 
ti in reazioni collaterali. Il citrato, ad esempio, può 
essere trasferito nel citoplasma ad alimentarvi la li- 
pogenesi. Analogamente possono essere distolti dal 
ciclo o-chetoglutarato ed ossaloacetato, allorché 
vengono transaminati rispettivamente in glutamma- 
to ed aspartato. Al contrario a-chetoglutarato ed 0s- 
saloacetato, formatisi per transaminazione dei cor- 
rispondenti amminoacidi, possono essere immessi 
nel ciclo. Il succinil-CoA, infine, può essere impie- 
gato per la biosintesi delle porfirine e dell’eme. È 
ovvio che la rimozione dei metabolitici intermedi 
rallenta il ciclo, mentre la loro immissione lo acce- 
lera. 


Potenziale energetico. Il flusso metabolico nel 
ciclo dipende fondamentalmente dai rapporti: 
NADH/NAD", ATP/ADP+AMP, acetil-CoA/CoA, 
succinil-CoA/CoA. Un valore elevato di questi rap- 
porti, espressione di disponibilità di energia, rallen- 
ta il ciclo; un valore basso, indice di richiesta di 
energia, accelera il ciclo. Infatti quando la domanda 
di ATP aumenta, aumenta concomitantemente la di- 
sponibilità di ADP, NAD* e COA a spese rispettiva- 


MITOCONDRIO 


Fase aerobica 
(ciclo di Krebs) 


1/2 O, 
2NADH 2NADH H50 
4-6 ATP 
2 Piruvato 2 Piruvato 2 Acetil-CoA 
6 ATP 
24 ATP 
4C0, 





203 ATP/Glucosio 


34-36 ATP/Glucosio 


Figura 12.22 Catabolismo del glucosio nella fase anerobica citoplasmatica e nella fase aerobica 


mitocondriale 


La resa di ATP è di 2 moli per mole di glucosio nella glicolisi anerobica (3 per mole di unità di glucosio del glicoge- 
no) e di 34-36 moli di ATP per mole di glucosio nel metabolismo aerobico. 
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mente di ATP, NADH, acetil-CoA e succinil-CoA; 
l’inverso accade quando la domanda di ATP dimi- 
nuisce. In particolare i rapporti ATP/ADP ed acetil- 
CoA/COA regolano l’attività della piruvato deidro- 
genasi ed i rapporti ATP/ADP e NADH/NAD'* 
quella della isocitrato deidrogenasi. Si tenga anche 
presente che la tappa a-chetoglurato + succinil- 
CoA richiede CoA; nelle condizioni in cui la dispo- 
nibilità di questo coenzima libero è scarsa o nulla, 
detta reazione rimane bloccata e con essa anche il 
ciclo. Va sottolineato che la regolazione del ciclo di 
Krebs si esplica a livello delle tre tappe irreversibi- 
li catalizzate rispettivamente dalla citrato sintetasi, 
isocitrato deidrogenasi e a-chetogluratato deidro- 
genasi. Questo complesso sistema di regolazione 
del ciclo di Krebs contribuisce a commisurare ocu- 
latamente la produzione di ATP alla effettiva richie- 
sta da parte della cellula. 


Funzione metabolica del ciclo di 
Krebs 


Il ciclo di Krebs è fondamentalmente un proces- 
so catabolico produttore di energia, tuttavia, come 
si è detto nella descrizione delle singole reazioni del 
ciclo, alcuni intermedi possono essere dirottati per 
assolvere funzioni anaboliche. Per questa alternati- 
va funzione anabolica, il ciclo di Krebs è un ‘“pro- 
cesso anfibolico”, capace cioè di produrre energia, 
ma anche di formare intermedi (citrato, a-cheto- 
glutarato, ossaloacetato, succinil-CoA) che posso- 
no essere Impiegati per la sintesi di glucidi, lipidi, 
proteine e altri composti azotati. Piruvato, a-cheto- 
glutarato ed ossaloacetato, possono essere infatti 
transaminati nei corrispondenti amino acidi: alani- 
na, glutammato ed aspartato. Per contro quando il 
_ ciclo rallenta per deficienza dell’uno o dell’altro de- 
_gli intermedi, il pieno flusso può essere ristabilito 
da reazioni anaplerotiche, o di riempimento, così 
denominate in quanto assolvono il compito di rifor- 
_nire il ciclo degli intermedi mancanti o deficitari. 
La più importante delle reazioni anaplerotiche è la 
carbossilazione del piruvato ad ossaloacetato, già 
descritta nel processo della gluconeogenesi. E si- 
gnificativo che l’attività della piruvato carbossilasi 
sia stimolata dall’acetil-CoA, cioè dal metabolita 
che deve essere ossidato nel ciclo di Krebs con l’au- 
silio dell’ossaloacetato. 

Altre reazioni anaplerotiche, meno rilevanti ri- 
spetto a quelle catalizzate dalla piruvato carbossila- 
SÌ, SONO: 


a) Fosfoenolpiruvato + CO, + GDP 5 
S. ossaloacetato + GTP 


catalizzata dalla fosfoenolpiruvato carbossichinasi 
e particolarmente efficace nel miocardio e nel mu- 
scolo scheletrico, e 


b) Piruvato + HCO; + NADPH 5 
S. malato + NADP* 


catalizzata dall’enzima malico. Questa reazione ha 
luogo nel citosol e il malato formatosi deve poi es- 
sere trasferito entro il mitocondrio. 

L’insieme delle reazioni “collaterali” del ciclo di 
Krebs, comprese quelle facenti capo al piruvato, so- 
no riassunte nella Fig. 12.23. La Fig. 12.23 mette in 
evidenza: 

1) La possibilità di transaminazione reversibile 
dei tre chetoacidi piruvato, c-chetoglutarato ed 0s- 
saloacetato rispettivamente in alanina, glutammato 
ed aspartato: interconversione glucidi-amminoacidi. 

2) La possibilità della trasformazione dell’ace- 
til-CoA nei corpi chetonici nel fegato: chetogenesi. 

3) La possibilità di trasferimento reversibile del 
CoA dal succinil-CoA all’acetoacetato: utilizzazio- 
ne extraepatica dei corpi chetonici. 

4) La possibilità di trasferimento del citrato dai 
mitocondri al citoplasma: sintesi degli acidi grassi. 

5) La possibilità di trasformazione dell’ossaloa- 
cetato in PEP: g/uconeogenesi. 

6) La possibilità di impiegare il succinil-CoA 


; nella formazione delle porfirine. 


Diventa così evidente come il ciclo di Krebs, ol- 
tre che un processo produttore di ATP, consenta an- 
che un dosato smistamento dei metaboliti intermedi 
ad altre vie metaboliche. Le due funzioni sono fon- 
damentalmente regolate dalla disponibilità di ATP 
nella cellula. Una richiesta di ATP esalta infatti la 
funzione energetica del ciclo e richiama in questo 
intermedi da altre vie metaboliche; un surplus di 
ATP spinge invece alcuni intermedi verso le vie me- 
taboliche connesse con il ciclo, rallentando od in- 
terrompendo la produzione di ATP. 


IL CICLO DEI PENTOSO FOSFATI 


La glicolisi rappresenta la principale via meta- 
bolica per l’utilizzazione dei glucidi a scopo ener- 


getico. Una via alternativa, non intesa primariamen- 


te a fini energetici, è il “ciclo dei pentoso fosfati” o 
“shunt dell’esoso fosfato”. L’esistenza di questa via 
metabolica fu predetta molto tempo prima della sua 
individuazione, quando ci si accorse che inibitori 
della glicolisi, quali lo iodoacetato ed il fluoruro, 
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Figura 12.23 Funzione “metabolica” del ciclo di Krebs 





consentivano ancora l’utilizzazione del glucosio in 
alcuni tessuti. 

Dal “ciclo dei pentoso fosfati” la cellula può ri- 
cavare 1 pentosi necessari per la sintesi dei nucleo- 
tidi e degli acidi nucleici e buona parte del NADPH 
necessario per la promozione di processi riduttivi 
tra i quali quelli della biosintesi degli acidi grassi 
e del colesterolo. Così si spiega come questo ciclo 
sia molto attivo nel tessuto adiposo e nella ghiando- 
la mammaria funzionante, tessuti in cui le biosinte- 
s1 riduttive procedono molto attivamente, e nel glo- 
bulo rosso dove il NADPH è uno degli agenti che 
schermano l’ossidazione del Fe?* a Fe3*. 


Il ciclo dei pentoso fosfati non ha funzione ener- 
getica; /ATP non entra mai in gioco. 

Il ciclo dei pentoso fosfati, che si svolge, come 
la glicolisi, nel citosol, può essere suddiviso in una 
fase ossidativa, irreversibile, ed in una fase non os- 
sidativa, reversibile. Nella prima fase il glucosio-6- 


P viene ossidato in pentoso-fosfato e CO,, nella se- 
conda fase si ha la risintesi del glucosio-6-P dal 
pentoso-fosfato. 


Fase ossidativa 


Ossidazione del glucosio-6-P. Per azione della 
glucosio-6-P deidrogenasi il glucosio-6-P viene 0s- 
sidato in lattone dell’acido 6-fosfogluconico (estere 
interno fra gruppo carbossilico e gruppo ossidrili- 
co in C-5) con la concomitante riduzione di una 
equivalente quantità di NADP*:; 


Ch 0 —P CH, -O—P 
O NADP+ NADH O 
OH OH O 
HO O[H] HO 
OH OH 
Glucosio-6-P Lattone 


Acido 6-fosfogluconico 


L’attività della glucosio-6-P deidrogenasi è re- 
golata dal rapporto NADPH/NADP' (più questo è 
elevato e più l’enzima è inibito) e dagli acidi grassi 
liberi (un eccesso dei quali ha azione inibitrice). 


Formazione dell’acido-6-fosfogluconico. La 
idrolisi del lattone dell’acido-6-fosfogluconico è 
catalizzata dalla 6-fosfogluconato lattonasi; la stes- 
sa idrolisi può avvenire anche spontaneamente ma 
con molta maggiore lentezza: 


"” 
Gr —O=P | 
H—G—0H 
O H,0 | 
OH On, TT 
HO HOST 
OH HB 
Lattone Sal MA 
. Acido 6-fosfogluconico Acido 


6-fosfogluconico 


Questa reazione è irreversibile per cui, non- 
ostante la reversibilità della precedente reazione 1), 
l’ossidazione del glucosio-6-P in acido 6-fosfoglu- 
conico è un processo irreversibile. 


Decarbossilazione ossidativa dell’acido 6-fo- 


sfogluconico La trasformazione dell’acido 6-fosfo- . 


_gluconico in ribulosio-5-P è un processo di decar- 

bossilazione ossidativa, catalizzato dalla 6-fosfo- 
_ gluconato deidrogenasi, analogo a quello della rea- 
zione catalizzata dalla isocitrato deidrogenasi nel 
ciclo di Krebs, ma decorrente con diverso meccani- 
smo. Una seconda molecola di NADP* ne viene ri- 
dotta: 
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COOH 
H si OH 
peo 
H e OH 
H ua OH 
NADP* CH=-: 0-P 
COOH 
| Acido 
ilari 3-cheto-6-fosfogluconico 
desse dh 
H-G-0H CO, 
CH, 0—P c=0 
H=-&— OH 
Acido Î 
6-fosfogluconico ROTA 
CH._0O—-P 
Ribulosio-5-P 


Il prodotto intermedio, acido 3-cheto-6-fosfoglu- 
conico, viene incluso in parentesi quadra, in quanto 
non lo si ritrova allo stato libero, restando legato al- 
l’enzima fino a decarbossilazione avvenuta. 

In questa fase il glucosio-6-P viene ossidato a 
ribulosio-5-P, mentre si generano due equivalenti 
di NADPH (Fig. 12.24). 


Fase non ossidativa 
(interconversione dei pentoso fosfati) 


Isomerizzazione del ribulosio-5-P. Il ribulosio- 
S-P viene in parte isomerizzato in ribosio-5-P per 
azione della fosfopentoso isomerasi. Questa reazio- 
ne, che ricorda la conversione del glucosio-6-P in 


NADP H,0 
G-6-P Lattone ac.6-P-gluconico SIEA A E 
NADPH 
+ 
NADP CO, 
—» ac. 6-P-gluconico Ribulosio-5-P 
NADPH 


Figura 12.24 Fase ossidativa del ciclo dei pentoso fosfati 


(1) = Glucosio-6-P deidrogenasi; (2) = 6-fosfogluconato lattonasi; (3) = 6-fosfogluconato deidrogenasi. 


298 ® Metabolismo dei glucidi 


ava av 
HO=G + (HC-0H)r È IRA O — CH + (H-0H)m 
(HO-0H)M CH,_—0—P (HO-OH)n CH,—O—P 
CH—0—P CH,—0—P 


Figura 12.25 Rappresentazione schematica del processo di transchetolazione 





fruttosio-6-P, implica la formazione di un enediolo 
intermedio: 


ù P 
CHs0H He=Q—CH C 
c=0 GC O0H H—©—0H 
4-6-oW ari dei a Lr H-0-0H 
Het= 0H hi=-S—9H H-C-OH 
bi a P hicoe P CH-0- P 
Ribulosio-5-P Enediolo Ribosio-5-P 


In parte il ribulosio-5-P viene epimerizzato in xi- 
lulosio-5-P ad opera della fosfopentoso epimerasi: 


CH20H lla 

= G=0 
rn x nta cd 
frr9teTH Ho=G=<N 
A en là i 

Cri OP GH, OP 
Ribulosio-5-P Xilulosio-5-P 


E implicito che se in un determinato momento, 0 
in un particolare tessuto, il ribulosio-5-P venisse 





Xilulosio-5-P 


Ribosio-5-P 


impiegato solo per la sintesi dei nucleotidi verrebbe 
trasformato completamente in ribosio-5-P e l’ulte- 
riore processo di interconversione, qui di seguito 
descritto, non avrebbe luogo. Viceversa se il tessu- 
to non richiedesse sintesi di nucleotidi, ma solo di 
equivalenti riducenti [NADPH], allora i pentoso fo- 
sfati verrebbero riciclati completamente nel proces- 
so seguente. 


la transchetolazione. Questa reazione e le se- 


guenti implicano un “rimescolamento” degli atomi 


di C dei pentoso-fosfati, che vengono così trasfor- 
mati in fruttosio-6-P. La prima di queste reazioni, è 


, catalizzata dalla transchetolasi, enzima difosfotia- 


mina (TPP) dipendente. In generale, la reazione 
consiste nel trasporto di un frammento a 2 atomi di 
carbonio (chetolo) da un chetoso, fosforilato sul- 
l’ultimo atomo di C e con la configurazione sterica 
qui sotto riportata, ad un aldoso, pure fosforilato, 
con formazione di una nuova coppia di chetoso ed 
aldoso fosforilati suscettibili di transchetolazione 
(Fig. 12.25). 

In particolare, quando al processo di transcheto- 
lazione vanno incontro lo xilulosio-5-P e il ribosio- 
S-P, si formano sedoeptulosio-7-P ed aldeide 3-fo- 


sfoglicerica-(Fig. 12.26). 


+ H—c—0H 
CH, O0—P 


Aldeide 
3-fosfoglicerica 


Sedoeptulosio-7-P 


Figura 12.26 Transchetolazione fra xilulosio-5-P e ribosio-5-P con formazione di sedoeptulosio-7- 


P e aldeide-3-fosfoglicerica 
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CH,—0—P 
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Fugra 12.27 Rappresentazione schematica del processo di transaldolazione 
Transaldolazione. Questa reazione è catalizzata In particolare, quando alla transaldolazione van- 


dalla transaldolasi, ed è caratterizzata dal trasferimen- — no incontro il sedoeptulosio-7-P e l’aldeide 3-fosfo- 
to di un frammento a 3 C (diossiacetone) da un cheto-  glicerica si formano fruttosio-6-P ed eritrosio-4-P 
so fosforilato sull’ultimo atomo di carbonio e con la (Fig. 12.28). 

stessa configurazione sterica vista per le transchetola- 

zioni, ad un aldoso pure fosforilato (Fig. 12.27). Il meccanismo d’azione è molto simile a quello 





x HA 
don a di 
CH—0—P ———__»- | hi 1-G—oh 
Aldeide CHx.—O—P 
CH,—O—P 3-fosfoglicerica I 
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Figura 12.28 Transaldolazione fra sedopetulosio-7-P e aldeide-3-P-glicerica con formazione di 
fruttosio-6 e-P e eritrosio-4-P 
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Figura 12.29 Transchetolazione fra xilulosio-5-P ed eritrosio-4-P con formazione di fruttosio-6-P 
e aldeide-3-P-glicerica 
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(3) Ribulosio-5-P 


Ribosio-5-P (2) Xilulosio-5-P FRUTTOSIO-6-P 
Aldeide 0, 
Sedoeptulosio-7-P 3-P-glicerica 
si ALDEIDE 
FRUTTOSIO-6-P Eritrosio-4-P 3-P-GLICERICA 
Figura 12.30 Fase non ossidativa del ciclo dei pentoso fosfati 
(1) = Transchetolasi; (2) = transaldolasi. Da tre molecole di ribulosio-5-P (15 C) si formano 2 molecole di fruttosio- 


6-P (12 C) ed 1 molecola di aldeide 3-P-glicerica (3 C). 


della aldolasi, con la differenza che la transaldolasi 
richiede un accettore del frammento a 3 C. 


Iltranschetolazione. Ancora per azione della 
transchetolasi un chetolo viene trasferito da una se- 
conda molecola di xilulosio-5-P sull’eritrosio-4-P 
(Fig. 12.29). 

Pertanto, a seguito dei processi di transchetola- 
zione e transaldolazione in totali: 


2 xilulosio-5-P + 1 ribosio-5-P 5 2 fruttosio-6-P 
+ 1 gliceraldeide-3-P 


Le reazioni della II fase del ciclo dei pentoso fo- 
sfati sono riepilogate nella Fig. 12.30. 

Si noti come in tutte le reazioni di questa fase 
non ossidativa il gruppo idrossilico in posizione 3 
abbia sempre la posizione sterica tipica del frutto- 
s10-6-P. 

Considerando i prodotti di partenza e di arrivo 
del ciclo dei pentosi-fosfati, il glucosio-6-P viene 
per gran parte trasformato in fruttosio-6-P. Questa 
via metabolica era stata denominata originariamen- 
te “shunt dell’esoso-fosfato” proprio perché era 
considerata un processo alternativo alla glicolisi per 
la trasformazione del glucosio-6-P in fruttosio-6-P. 


Bilancio e regolazione del ciclo dei 
pentoso fosfati 


La trasformazione di 6 molecole di glucosio-6-P 
nel ciclo dei pentoso fosfati implica il seguente bi- 
lancio: 


1) 6 glucosio-6-P + 12 NADP* + 6 H,0 + 4 
fruttosi0-6-P + 2 aldeide 3-P-glicerica + 6 CO, + 12 
NADPH. 


Considerando che il fruttosio-6-P è in equilibrio 
con il glucosio-6-P e che 2 molecole di aldeide 3- 
P-glicerica possono formare 1 molecola di frutto- 
s10-6-P e quindi di glucosio-6-P (gluconeogenesi, 
Fig. 11.12), la precedente reazione è omologabile 
alla seguente: 


2) 6 glucosio-6-P + 12 NADP+ 6 HH0 + 5 
glucosio-6-P + 6 CO, + 12 NADPH + P; 
Sopprimendo i termini comuni si ottiene: 


3) glucosio-6-P + 12 NADP*+6 H,0 + 6 CO, 
+ 12 NADPH + P; 


== 


Trascurando i metaboliti intermedi, suscettibili 
di utilizzazione metabolica particolare, nel ciclo dei 
pentoso fosfati 1 mole di glucosio-6-P viene dunque 
ossidata in 6 moli di CO, con concomitante riduzio- 
ne di 12 moli di NADP* in NADPH. £ proprio la 
produzione del “potere riducente”-in forma di 
NADPH la funzione primaria del ciclo. Infatti, co- 
me si è detto, il ciclo dei pentoso-fosfati è partico- 
larmente attivo nei tessuti lipogenici (ghiandola 
mammaria funzionante, ghiandola cortico surrena- 
le, tessuto adiposo) caratterizzati da un rimarchevo- 
le ritmo di sintesi degli acidi grassi o degli steroidi. 
Nel tessuto adiposo, ad esempio, il 60% del gluco- 
sio viene metabolizzato nel ciclo dei pentoso-fosfa- 
ti, mentre nel muscolo scheletrico, nel quale predo- 
mina la glicolisi, il flusso metabolico nel ciclo dei 
pentoso-fosfati è pressoché irrilevante. 

Il flusso metabolico del glucosio nella glicolisi 0 
nel ciclo dei pentoso fosfati varia in funzione delle 
necessità metaboliche del momento. Quando c’è 
maggior bisogno di energia si accentua il metaboli- 
smo del glucosio nella glicolisi e nel ciclo di Krebs, 
quando c’è maggior necessità di biosintetizzare 
nuove molecole si accentua l’immissione del gluco- 
sio nel ciclo dei pentoso-fosfati. E la disponibilità 
nel citoplasma di NAD'* e rispettivamente di 
NADP che stimola il flusso del glucosio-6-P nella 
glicolisi e, rispettivamente, nel ciclo dei pentoso fo- 
sfati. È infatti l’attività della glucosio-6-P deidroge- 
nasi che impone il ritmo all’intera via dei pentoso 
fosfati. L’attività di questo enzima, che aumenta 
considerevolmente in seguito ad aumentata inge- 
stione di glucidi con la dieta, viene inibita da un au- 
mentato rapporto NADPH/NADP' e specificamen- 
te disinibita dal glutatione ossidato. 

Nell’ambito dello stesso tessuto l’utilizzazione 
del glucosio nel ciclo dei pentoso-fosfati viene ac- 
centuata da uno stato di anossia. La mancanza di os- 
sigeno impedisce l’utilizzazione ossidativa del piru- 
vato e secondariamente induce un accumulo degli 
intermedi glicolitici. Il glucosio-6-P viene così for- 
zato nella via dei pentoso-fosfati e l'accumulo con- 
seguente di NADPH accentua la biosintesi degli 
acidi grassi. Si spiegherebbe così, almeno in parte, 
la steatosi che si verifica nei tessuti anossici. 

Altra funzione del ciclo dei pentoso-fosfati è la 
produzione dei pentoso-fosfati necessari per la sinte- 
si dei nucleotidi, degli acidi nucleici e di numerosi 
coenzimi. A questo riguardo va osservato che la for- 
mazione di ribosio-5-P, precursore di tutti 1 nucleoti- 
di, può attuarsi, utilizzando intermedi della glicolisi, 
anche attraverso semplici reazioni di transchetolazio- 
ne e isomerizzazione. In questo modo il flusso bio- 
sintetico dei nucleotidi può decorrere anche indipen- 
dentemente dalla riossidazione del NADPH. 
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Deficienza eritrocitaria della 
glucosio-6-P deidrogenasi 


Negli eritrociti umani si sono finora individuate 
più di 50 varianti genetiche della glucosio-6-P dei- 
drogenasi, ciascuna risultante da una mutazione ge- 
nica che causa la sintesi di un enzima con struttura 
primaria non ortodossa. Nei casi più noti tale ano- 
malia risulta dalla sostituzione di un amino acido 
con un altro. La variante più diffusa, specie in alcu- 
ne regioni del Mediterraneo, è quella nota come /a- 
vismo, in quanto i globuli rossi degli individui che 
ne sono affetti vanno incontro ad estesa emolisi do- 
po ingestione di fave o di farmaci antimalarici (es. 
promachina, acetilfenilidrazone). Si tratta di un di- 
fetto dell’attività della glucosio-6-P deidrogenasi 
eritrocitaria derivante da un aumentato ritmo di de- 
gradazione dell’enzima. Si è constatato infatti che 
la vita media dell’enzima geneticamente alterato è 
di 14 giorni contro i 60 dell’enzima normale. Inoltre 
nel favismo la G-6-P deidrogenasi presenta una mi- 
nore affinità per il NADP' rispetto alla deidrogena- 
si dei soggetti normali. 

Nella deficienza di glucosio-6-P deidrogenasi la 
diminuita produzione di NADPH facilita la trasfor- 
mazione dell’emoglobina (Fe?*) in metaemoglobi- 
na (Fe?*) e si traduce in una deficienza di glutatione 
ridotto (G-SH). Il G-SH si forma infatti a spese del 
NADPH nella seguente reazione catalizzata dalla 
glutatione riduttasi: 


NADPH + GS-SG S NADP' + 2 G-SH 


Una deficienza di G-SH consente ai processi pe- 
rossidativi una più intensa azione deleteria, per cui 
i costituenti del globulo rosso e la stessa membrana 
eritrocitaria si alterano, provocando lisi della cellu- 
la. Gli agenti antimalarici e le fave scatenano la cri- 
si emolitica in quanto concorrono ad ossidare il già 
scarso G-SH, aggravandone drammaticamente la 
deficienza. 

La deficienza ereditaria della G-6-P deidrogena- 
si si riscontra frequentemente nelle popolazioni 
esposte da secoli alla malaria. Poiché l’agente della 
malaria richiede per la sua crescita ottimale gluta- 
tione ridotto, la deficienza della G-6-P deidrogena- 
si e quindi di G-SH parrebbe costituire un adatta- 
mento di difesa contro il parassita. 

Nella deficienza di G-6-P deidrogenasi gli eri- 
trociti sono le uniche cellule colpite; mancano infat- 
ti del ciclo di Krebs e l’unico processo ossidativo è 
in essi la prima fase del ciclo dei pentoso-fosfati. 
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Figura 12.31 Vie metaboliche distinte per la 
sintesi (1) e demolizione (2) del glicogeno. 


METABOLISMO DEL GLICOGENO 


Il glicogeno, un polisaccaride altamente ramifi- 
cato composto da molte unità di a.-glucosio, costi- 
tuisce la principale forma di deposito di glucidi nei 
tessuti animali. Se i glucidi si depositassero nei tes- 
suti in forma di monosaccaridi creerebbero una 
pressione osmotica insostenibile. Per adeguare la 
funzione di riserva alle richieste dell’organismo i 
processi enzimatici di sintesi e di demolizione del 
glicogeno sono sottoposti ad un complesso e delica- 
to sistema di regolazione sensibile alle variabili 
condizioni metaboliche. Ciò è reso possibile in pri- 
mis dalla differenziazione delle vie metaboliche di 
sintesi (glicogenosintesi) e di demolizione (glicoge- 
nolisi). Lo schema della Fig. 12.31 mostra infatti 
che nel processo di glicogenolisi il glicogeno viene 
direttamente demolito in glucosio-1-P, mentre in 
quello di glicogenosintesi la trasformazione del G- 
1-P in glicogeno è indiretta e mediata dalla forma- 
zione di uridindifosfo-glucosio (UDPG). Come nel 
caso della glicolisi e della gluconeogenesi la diver- 
sità fra glicogenosintesi e glicogenolisi offre un ul- 
teriore esempio della regola generale secondo la 
quale 1 processi biosintetici e catabolici sono sem- 
pre fra loro distinti. 


Glicogenosintesi 


Trasformazione del glucosio-6-P in glucosio-1- 
P. Il prodotto di partenza è il glucosio-6-P che vie- 
ne trasformato in glucosio-1-P per azione della. /0- 
sfoglucomutasi, enzima serinico (avente cioè un re- 
siduo di serina fosforilabile in corrispondenza del 
sito attivo) e richiedente per la sua attività quantità 
catalitiche di glucosio-1,6-bifosfato. Il meccanismo 
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Figura 12.32 Meccanismo di azione della fosfo- 
glucomutasi 


della reazione è identico a quello già visto a propo- 
sito della fosfogliceromutasi. In una prima reazione 
(Fig. 12.32) l’enzima viene fosforilato dal glucosio- 
1,6-bifosfato, che, perdendo il gruppo fosforico in 
posizione 6, si trasforma in glucosio-1-P (prodotto 
della reazione). In una seconda reazione l’enzima 
fosforilato cede il gruppo fosforico al glucosio-6-P 
(substrato) trasformandolo in glucosio-1,6-bifosfa- 
to. 

Il processo si ripete ciclicamente. Il glucosio- 
1,6-bifosfato, necessario per la fosforilazione ini- 
ziale della fosfoglucomutasi, si forma per fosforila- 
zione del glucosio-1-P ad opera della fosfoglucochi- 
nasi: 


ATP 


Glucosio-1-P son "a Glucosio-1,6-bifosfato 


ADP 


Incorporazione del glucosio-1-P nell’UDPG Il 
glucosio-1-P reagisce con l’UTP per formare 
UDPG e pirofosfato inorganico (PPi), che viene de- 
molito in due molecole di fosfato inorganico (Pi) 
rendendo la reazione irreversibile: 


UTP 


G-1-P 
X @ 
UDPG PPi —l s2Pi 


La prima reazione (1) è catalizzata dalla g/uco- 
sio-1-P uridil trasferasi, o UDPG pirofosforilasi, la 
seconda (2) dalla pirofosfatasi. Il meccanismo della 
prima reazione implica l’attacco nucleofilico sull’a- 
tomo di P del gruppo fosforico dell’UTP da parte di 
un atomo di ossigeno del gruppo fosforico del G-1- 
P (in pratica è l’equivalente del trasferimento 
dell’UMP, acido uridilico, sul fosfato del G-1-P): 

O 
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Il pirofosfato che si libera in questa reazione è 
quindi costituito dai radicali fosforici B e y 
dell’UTP. 


Incorporazione del residuo di glucosio 
dell’UDPG nel glicogeno. Per azione della glicoge- 
no sintetasi il residuo di glucosio dell’UDPG viene 
trasferito sulla posizione C-4 del residuo terminale 
non riducente della costituenda molecola di glico- 
geno con liberazione di UDP (Fig. 12.33). La ripe- 
tizione di questa reazione determina un allunga- 
mento della catena di glicogeno di un numero più o 
meno elevato di unità. A questo punto interviene 
“l’enzima ramificante” od oligo (0-1,4 > 0-1,6)- 
glucan trasferasi, che ramifica le catene allungate 
del neoformato glicogeno, staccando il legame a- 
1,4 di un frammento oligosaccaridico, formato da 
almeno 4 unità, per rinsaldarlo con legame a-1,6 ad 
altra catena del glicogeno (Fig. 12.34), ma anche 
sulla stessa catena. 

La ramificazione conferisce alla molecola del 
glicogeno maggior solubilità e soprattutto crea un 
più ampio numero di residui glucosidici terminali 
non riducenti, sui quali può agire con maggior velo- 
cità sia la glicogeno sintetasi che la glicogeno fo- 
sforilasi. Si creano così le condizioni per una più 
spedita sintesi e degradazione del glicogeno. 

Il processo di glicogenosintesi è riassunto nella 
Fig. 12.35. Considerando le reazioni riportatevi, si 
può osservare che la sola reazione che richiede im- 
pegno di energia in forma di —P è la reazione di ri- 
fosforilazione dell’UDP in UTP a spese dell'ATP. 
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Figura 12.33 


Trasferimento della unità di glucosio dell’UDPG sulla unità terminale non riducente del glicogeno, catalizzato dalla 


glicogeno sintetasi. 
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Figura 12.34 Processo di ramificazione del 
glicogeno per trasferimento di un oligo- 
saccaride (almeno 4 unità) dalla posizione 
4 di un residuo di glucosio di una catena 
alla posizione 6 di un residuo di glucosio 
di un’altra catena. 

(1) = Oligo (a-1,4 + a-1,6) glucan trasferasi o enzima 
ramificante. 


Pertanto per ogni molecola di glucosio-6-P che vie- 
ne incorporata nel glicogeno una molecola di ATP 
viene defosforilata in ADP. 

La sintesi del glicogeno qui descritta non è una 
sintesi “de novo”, ma un’apposizione di unità di glu- 
cosio su preesistenti molecole di glicogeno, che ne 
vengono ingrandite. La sintesi ex novo di glicogeno 
avviene a partire da “proteine iniziatrici”, o “pri- 
mer” (dette glicogenine), su un residuo serinico nel 
quale viene inserita la prima molecola di glucosio, 
con legame a-glucosidico. A questa molecola di glu- 
cosio ne vengono successivamente addizionate altre 
secondo le modalità sopra descritte. Pertanto, ogni 
molecola di glicogeno ha un “cuore” proteico. 

Per quanto elevato e continuato sia l’apporto di 
glucosio, nessun tessuto può accumulare glicogeno 
al di sopra di un certo livello. Cosa limiti l’accresci- 
mento delle molecole di glicogeno non è noto; o le 
ramificazioni diventano ad un certo punto troppo af- 
follate da occupare ogni spazio disponibile, oppure 
gli enzimi responsabili della glicogenosintesi si stac- 
cano spontaneamente dalla molecola di glicogeno 
quando questa ha raggiunto una certa dimensione. 


Regolazione dell'attività della 
glicogeno sintetasi 


La glicogeno sintetasi è un enzima tetramerico 
che può esistere in due forme: una forma fosforila- 
ta inattiva ed una forma defosforilata attiva. La fo- 
sforilazione dell’enzima è catalizzata dalla g/icoge- 
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Glicogeno(n+1) 
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Figura 12.35 Glicogeno sintesi 
(1) = Fosfoglucomutasi; (2) = glucosio-1-P-uridil trasfe- 
rasi; (3) = glicogeno sintetasi. (4) = oligo-(a-1,4 > @- 
1,6) glucan transferasi o “enzima ramificante”; (5) = nu- 
cleotide fosfotransferasi; (6) = pirofosfatasi. 


no sintetasi chinasi, dipendente dal CAMP. Più pre- 
cisamente l’enzima è denominato sintetasi-fosfori- 
lasi chinasi, in quanto capace di catalizzare anche la 
fosforilazione della glicogeno fosforilasi. 

La defosforilazione della glicogeno sintetasi, 
implicante la sua attivazione, è catalizzata dalla g/i- 
cogeno sintetasi fosfatasi (Fig. 12.36), denominata 
anche fosfoproteina fosfatasi. 

Nel fegato la glicogeno sintetasi fosforilata può 
essere resa attiva da un eccesso di glucosio-6-P: la 
sigla D (dipendente) indica appunto questa dipen- 
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Figura 12.36 Regolazione dell’attività della gli- 
cogeno sintetasi 


Sintetasi | = indipendente dal glucosio-6-P Sintetasi D = 
dipendente, cioè fortemente stimolata (+), dal glucosio- 
6-P (1) = Glicogeno sintetasi chinasi, stimolata dal 
cAMP 

(2) = Glicogeno sintetasi fosfatasi. 


denza dal glucosio-6-P, che agisce come effettore 
allosterico positivo. La sintetasi defosforilata è in- 
vece insensibile al glucosio-6-P, donde la sigla I (in- 
dipendente). L'attività della glicogeno sintetasi D in 
presenza di convenienti quantità di glucosio-6-P è 
addirittura superiore a quella della sintetasi I, in 
quanto esibisce per l’UDPG una K,, inferiore. 

La glicogeno sintetasi del fegato è quindi un en- 
zima regolabile sia per modificazione covalente 
(fosforilazione-defosforilazione) della sua moleco- 
la, sia per meccanismo allosterico (attivazione allo- 
sterica da parte del glucosio-6-P). Questa duplice 
possibilità di regolazione consente l’adeguamento 
della sintesi del glicogeno sia alle sollecitazioni or- 
monali mediate dal CAMP sia alla disponibilità di 
glucosio-6-P, che riflette la ricchezza di glucosio 
nel tessuto. 

Nel muscolo l’attività della glicogeno sintetasi 
non risente, come quella del fegato, dell’effetto allo- 
sterico esplicato dal glucosio-6-P, presente nel mu- 
scolo sempre in basse concentrazioni; risente invece 
della concentrazione di glicogeno, che la inibisce con 
meccanismo “feed back”. Per di più il muscolo di- 
spone di fre glicogeno sintetasi chinasi (GSK) che 
fosforilano differenti residui serinici della glicogeno 
sintetasi, producendo forme diverse di enzima fosfo- 
rilato, dotate di attività differente. La GSK1 ad esem- 
pio, è regolata dal cAMP e la GSK2 dalla concentra- 
zione dei Ca?* Si comprende così perché sia l’adre- 
nalina, che induce aumento del cAMP, sia la contra- 


zione muscolare, che si accompagna ad aumento dei‘ 


Ca?*, inducano entrambe una diminuzione della atti- 
vità della glicogeno sintetasi del muscolo. 
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La Fig. 12.37 mette in evidenza le differenze più 
salienti della regolazione della glicogenosintesi nel 
muscolo e nel fegato. La stessa figura mette anche 
in evidenza che il trasporto del glucosio nel musco- 
lo è dipendente dall’insulina, la quale non influenza 
invece il trasporto del glucosio nel fegato. 


Glicogenolisi 


Fosforolisi. La demolizione del glicogeno in 
glucosio-1-P (glicogenolisi) è catalizzata dalla gli- 
cogeno fosforilasi o glicogeno a-1,4-glucan fosfori- 
lasi, secondo la reazione riportata nella Fig. 12.38. 
L’enzima demolisce il legame @-1,4 glucosidico 
terminale dell’unità non riducente introducendovi 
una molecola di fosfato inorganico (fosforolisi). 
Questa reazione consente l’ottenimento di un mo- 
nosaccaride fosforilato senza intervento di ATP e 
quindi senza alcun dispendio di energia. 

La reazione procede fino a lasciare nelle catene 
in via di demolizione 4 unità a partire dal residuo 
glicosidico sede di biforcazione. 


Deramificazione. La ulteriore degradazione del 
glicogeno richiede l’intervento dell’enzima derami- 


ficante. Questo enzima è peculiare in quanto è ca- 


pace di catalizzare due tipi di reazione (Fig. 11.34): 
a) un tipo di reazione glucan transferasica, median- 
te la quale 3 residui glucosidici vengono trasportati 
da una catena ad un’altra, allungando quest’ultima 
e rendendola suscettibile alla ulteriore azione della 
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Figura 12.37 Regolazione dell'attività della glicogeno sintetasi nel muscolo e nel fegato 
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MC = Membrana cellulare; R = recettore dell’insulina; C = carrier per il glucosio; | = insulina. La sintesi del glico- 
, P . : 9 . 

geno nel muscolo è indipendente dalla glicemia e dipendente dall'insulina; nel fegato e dipendente dalla glicemia. 
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fosforilasi; b) un tipo di reazione 0.-1,6 glucosidasi- 
ca mediante la quale l’enzima stacca idroliticamen- 
te l’unità residua legata con legame a-1,6 glicosidi- 
co al sito di biforcazione. Anche la catena deramifi- 
cata dall’enzima, oltre a quella allungata, diventa 
così suscettibile di ulteriore fosforolisi. 

Nei vari tessuti è presente anche una &-/,4 glu- 
cosidasi lisosomiale che idrolizza i legami &-1,4 
glicosidici demolendo parzialmente il glicogeno in 
glucosio. Il significato di questo enzima non è stato 
chiarito. La sua deficienza genetica determina tutta- 
via il morbo di Pompe, una delle malattie da accu- 
mulo di glicogeno. 

Raramente la molecola di glicogeno viene de- 
gradata completamente; infatti anche nell’animale a 
digiuno le riserve di glicogeno non vengono mai 
completamente depletate. L’azione combinata degli 
enzimi degradanti il glicogeno si arresta ad un cer- 
to punto lasciando una molecola di glicogeno rim- 
picciolita, in servizio di accettore di nuove unità di 
glucosio allorché entrerà in azione la glicogeno sin- 
tetasi. 

La degradazione del glicogeno produce gluco- 
sio-1-P per 11 90% e glucosio libero per il 10%, il 
che corrisponde al rapporto fra unità di glucosio le- 
gate fra di loro linearmente (legami 1,4  -glucosi- 
dasi) e unità di glucosio nei punti di ramificazione 


(legami 1,6 & -glucosidici). Il glucosio-1-P può es- — 


sere convertito in glucosio, via glucosio-6-P, per 
azione successiva della fosfoglucomutasi e della 
glucosio-6-P fosfatasi rispettivamente. Quest’ul- 
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Figura 12.39 Attività bifunzionale dell'enzima 
deramificante 

(1) = Attività oligo (a-1,4 + a-1,4) glucan transferasica 
mediante la quale l'enzima trasporta 3 unità glucosidiche 
da una catena ad un'altra; (2) = attività -1,6-glucosida- 
sica mediante la quale l'enzima distacca idroliticamente 
l’unità residua legata con legame a-1,6-glicosidico, libe- 
randola in forma di glucosio non fosforilato. 


timo enzima è presente nel fegato, intestino e rene, 
mentre è assente negli altri tessuti. Poiché, come si 
è detto, gli zuccheri in forma fosforilata non passa- 
no attraverso la membrana cellulare, solo i tessuti 
dotati di glucosio-6-P fosfatasi sono in grado di ri- 
lasciare glucosio in circolo. 


Regolazione dell'attività della 
glicogeno fosforilasi nel muscolo 


La glicogenolisi è un processo sottoposto a rigo- 
roso controllo. Tale controllo si esplica mediante re- 
golazione dell’attività della glicogeno fosforilasi. 

La fosforilasi del muscolo, la più studiata, è un 
dimero costituito da 2 subunità identiche. Ciascuna 
subunità contiene due residui di serina i cui ossidri- 
li possono essere fosforilati ed un residuo di lisina 
il cui ammino gruppo libero (€) /ega una molecola 
di piridossal fosfato in forma di aldimmina. 
Apparentemente il piridossal fosfato non esplica al- 
cuna funzione nota, ma è tuttavia necessario per 
mantenere l’enzima nello stato attivo. La fosforila- 
sl può esistere in due forme: una attiva fosforilata 
(fosforilasi a) ed una inattiva defosforilata (fosfori- 
lasi b). La fosforilazione della fosforilasi b in fosfo- 
rilasi a è catalizzata dalla fosforilasi chinasi che fo- 
sforila due residui di serina, una per subunità, a spe- 
se di due molecole di ATP (Fig. 12.40). La fosfori- 
lasi a viene riconvertita nella fosforilasi b per defo- 
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Figura 12.40 Regolazione della glicogeno fosforilasi del muscolo 


l'enzima consta di due subunità identiche fosforilabili in corrispondenza di due residui di serina dalla fosforilasi china- 
si | a spese di due molecole di ATP La fosforilasi fosforilata a è attiva, quella defosforilata b è inattiva. La fosforilasi a 
può essere deattivata in fosforilasi b per defosforilazione operata idroliticamente dalla fosforilasi fosfatasi. 


sforilazione idrolitica, catalizzata dalla fosforilasi 
fosfatasi (Fig. 12.40). 

La fosforilasi b (defosforilata) può essere resa 
attiva anche per modificazione allosterica indotta 
da elevate concentrazioni di AMP (effettore alloste- 
rico positivo). L’ATP (effettore allosterico negati- 
vo) annulla l’azione attivante dell’ AMP. 

La fosforilasi a (fosforilata) è invece sempre at- 
tiva ed è insensibile ai suddetti effettori. Quindi, 
analogamente alla glicogeno sintetasi, la glicogeno 
fosforilasi è sede di regolazione multipla, che si 
esplica con i meccanismi della modificazione cova- 
lente (fosforilazione-defosforilazione) ed allosteri- 
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ca. Il primo è dipendente dal cAMP tramite l’attiva- 
zione fosforilativa della fosforilasi, innescato, per 
esempio, dalla adrenalina; il secondo riflette lo sta- 
to di energizzazione (rapporto ATP/AMP). 


La fosforilasi chinasi del muscolo può essere at- 
tivata, oltre che per fosforilazione cAMP dipenden- 
te (Fig. 12.41) anche per azione dei Ca°* che si le- 
gano alla calmodulina parte del complesso della fo- 
sforilasi chinasi. Questa modalità di attivazione è 


+ fisiologicamente importante, in quanto la variazio- 


ne di concentrazione dei Ca°* nel citoplasma è l’e- 
vento, indotto dal segnale nervoso, che determina la 


MUSCOLO 


Stimolo nervoso alla contrazione 


(inattiva) (attiva) Ca?* (calmodulina) 
Fosforilasi Chinasi Fosforilasi Chinasi «-— Fosforilasi Chinasi 
(inattiva) f x (attiva) (inattiva) 
ATP ADP 
Fosforilasi b Fosforilasi a 
(inattiva) (attiva) 
2ATP 2ADP 


Giicogeno _' Ts G-1-P—s»G-6-P 


Figura 12.41 Meccanismi di attivazione della glicogeno fosforilasi, nel fegato e nel muscolo 





(1) = Adenilato ciclasi. 
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contrazione muscolare. E pertanto significativo che 
1 due processi (glicogenolisi e contrazione del mu- 
scolo) siano entrambi attivati dai Ca?*- 


Regolazione della glicogeno 
fosforilasi del fegato 


La glicogeno fosforilasi del fegato, struttural- 
mente differente (tetramero), rispetto a quella mu- 
scolare, viene analogamente attivata per fosforila- 
zione catalizzata dalla fosforilasi chinasi e deattiva- 
ta per defosforilazione catalizzata dalla fosforilasi 
fosfatasi. La regolazione è imperniata sulla presen- 
za o meno di cAMP. 

La diversa regolazione della fosforilasi del mu- 
scolo e del fegato riflette il significato fisiologico 
del glicogeno nei due tessuti. Il glicogeno muscola- 
re è unicamente impiegato a fornire energia tramite 
il processo glicolitico ed è quindi logico che la re- 
golazione della sua fosforilasi interpreti lo stato 
energetico del muscolo sulla base del rapporto 
ATP/AMP ed il suo stato funzionale tramite la con- 
centrazione dei Ca?* oltrechè da sollecitazioni or- 
monali derivanti da uno stato di allerta (adrenalina). 
Il glicogeno del fegato è invece preminentemente 
utilizzato per immettere glucosio nel sangue (rego- 
lazione della glicemia) ed è quindi logico che la sua 
regolazione sia imperniata sulla presenza di gluca- 
gone. 

La fosforilasi chinasi epatica, come la fosforila- 
SI, può esistere in due forme: una fosforilata più at- 
tiva ed una defosforilata meno attiva. La fosforila- 
zione della fosforilasi chinasi a spese dell’ ATP è ca- 
talizzata da una proteina chinasi, a sua volta attiva- 
ta allostericamente dall’ AMP ciclico (CAMP), la 
cui formazione è innescata dal glucagone. Questo 
processo di regolazione “a cascata” è schematizza- 
to nella Fig. 12.41. 

L'arresto del processo di glicogenolisi, innesca- 
to e mantenuto attraverso il meccanismo di attiva- 
zione descritto, avviene per l’azione combinata del- 
la fosforilasi fosfatasi, che defosforila la fosforilasi 
a e della fosfodiesterasi che idrolizza il CAMP in 
AMP, e, nel muscolo anche per diminuzione della 
concentrazione dei Ca?* nel citoplasma. 


Regolazione del metabolismo del 
glicogeno 


Il metabolismo del glicogeno nei vari tessuti è 
regolato principalmente tramite la regolazione del- 
l’attività dei due enzimi chiave: la glicogeno fosfo- 
rilasi e la glicogeno sintetasi. La circostanza che la 


prima sia attiva in forma fosforilata e la seconda in 
forma defosforilata e che la stessa proteina chinasi 
provveda alla fosforilazione diretta della glicogeno 
sintetasi (deattivandola) e della fosforilasi chinasi e 
quindi indirettamente della fosforilasi (attivandola), 
indica chiaramente che quando è operante la glico- 
genolisi è silente la glicogenosintesi e viceversa. Si 
verrebbe altrimenti ad istituire un “ciclo futile”. Lo 
schema della Fig. 12.42 mette in evidenza questo 
meccanismo di regolazione, che è alle dipendenze 
del glucagone nel fegato e della adrenalina (e del 
Ca?*) nel muscolo. Se si considera che gli ormoni 
adrenalina e glucagone vengono immessi nel san- 
gue in seguito a “stress” (per quanto di differente 
natura), che richiedono in risposta impiego di ener- 
gia (cui provvede il glucosio che si libera dal glico- 
geno), la razionalità di questo sistema di regolazio- 
ne diventa evidente. 

I microorganismi che sintetizzano il glicogeno 
dall’ADP-glucosio, non posseggono alcun partico- 
lare meccanismo di regolazione. In essi la glicoge- 
no sintesi è in pratica regolata dal livello di ADP- 
glucosio, e secondariamente, dalla concentrazione 
di glucosio-1-P. Quando la concentrazione di que- 
st’ultimo metabolita si abbassa (in quanto il gluco- 


| s10-6-P è utilizzato in quel momento nella glicolisi), 


anche la concentrazione di ADP-glucosio è ridotta e 
la glicogeno sintesi rallenta. In sostanza si viene a 
realizzare una sorta di meccanismo “a basculle” fra 
glicogeno sintesi e glicolisi. 


Significato del glicogeno nei vari 
tessuti 


Nel regno animale il glicogeno costituisce l’uni- 
ca forma di deposito dei glucidi. I tessuti più ricchi 
di glicogeno sono il fegato ed i muscoli scheletrici. 
Il fegato dell’animale non a digiuno contiene da 5 a 
8 g/100 di glicogeno, il muscolo intorno a 1 g/100. 
Per la loro massa i muscoli, pur contenendo una 
percentuale minore di glicogeno, sono depositari, in 
quantità assoluta, di più della metà del glicogeno 
dell’organismo. 

Il glicogeno del fegato, a differenza di quello de- 
gli altri tessuti, costituisce una riserva glucidica non 
solo per il fegato, ma per l’intero organismo. Il tes- 
suto epatico, in quanto dotato di glucosio-6-P fosfa- 
tasi, può infatti immettere glucosio libero in circo- 
lo. Prova che il glicogeno epatico è al servizio del- 
l’intero organismo è data dalle ampie fluttuazioni 
del glicogeno epatico a seconda dello stato nutrizio- 
nale: in un animale a digiuno da 12-24 ore le riser- 
ve del glicogeno epatico diminuiscono a valori in- 
feriori all’uno per cento. Il glicogeno del muscolo 


Adrenalina 
(Glucagone) 
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PP 
Fosforilasi Glicogeno 
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Proteina 
Fosfatasi Chinasi Fosfatasi 
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Figura 12.42 Meccanismo di regolazione del metabolismo del glicogeno 


non risente invece dello stato di digiuno, a meno 
che questo non sia molto protratto. Il glicogeno mu- 
scolare diminuisce invece, anche drasticamente, du- 
rante l’esercizio fisico. Le riserve di glicogeno del 
fegato diminuiscono pure fortemente in seguito ad 
esercizio muscolare ad indicare che, in ultima ana- 
lisi, è il glicogeno epatico che sostiene, almeno in 
parte, il consumo glucidico del muscolo. 

Il termine glicogeno (generatore di glucosio) è 
stato coniato da C/aude Bernard più di un secolo fa 
ad indicare appunto la capacità del glicogeno epa- 
tico di fornire glucosio al sangue. E dalla capacità 
del fegato di immettere glucosio nel sangue quando 
la glicemia tende a diminuire e di assumerlo dal 
sangue quando la glicemia tende ad aumentare che 


dipende fondamentalmente la omeostasi della glice- 
mia, cioè il suo mantenimento sui valori pressoché 
costanti di 65-/10 mg di glucosio per cento ml di 
sangue. 

La possibilità del fegato di “sentire” le varia- 
zioni della glicemia e di reagire immettendo gluco- 
sio nel sangue o arrestandone la immissione, è do- 
vuta alla sensibilità della fosforilasi a alla concen- 
trazione del glucosio libero presente nella cellula 
epatica. Legandosi alla fosforilasi a il glucosio ne 
modifica la conformazione, esponendo il fosforile 
serinico all’azione idrolitica della fosfatasi, legata 
alla stessa fosforilasi a. A defosforilazione comple- 
tata, con conseguente deattivazione della fosforila- 
si, la fosfatasi se ne stacca e, allo stato libero, defo- 
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sforila la glicogeno sintetasi rendendola attiva. Con 
tale meccanismo l’aumento della concentrazione di 
glucosio nella cellula epatica induce prima arresto 
della glicogenolisi, per deattivazione della fosfori- 
lasi, e subito dopo stimolazione della glicogeno sin- 
tesi, per attivazione della glicogeno sintetasi. £ co- 
sì che la concentrazione di glucosio libero nella 
cellula epatica, che riflette quella del sangue (il 
glucosio ematico penetra nell’epatocita per libera 
diffusione, come già ricordato), regola in modo 
conveniente il metabolismo del glicogeno epatico. 
Questo meccanismo “feed back” della regolazione 
del metabolismo del glicogeno da parte del glucosio 
integra e potenzia il controllo ormonale, che si 
esplica tramite il CAMP. 

Il glicogeno del muscolo, come quello degli al- 
tri tessuti sprovvisti di glucosio-6-P fosfatasi, costi- 
tuisce invece riserva endogena suscettibile di utiliz- 
zazione solo da parte del tessuto stesso. Nel musco- 
lo la regolazione del metabolismo del glicogeno 
(glicogeno sintesi e glicogenolisi) è insensibile alla 
concentrazione di glucosio (vedi fegato), mentre è 
dipendente dallo stato energetico 
(ATP/AMP+ADP) del tessuto e dalle fluttuazioni 
dei Ca?*. 


Malattie da accumulo di glicogeno 
o glicogenosi 


La deficienza congenita di enzimi addetti al me- 
tabolismo del glicogeno comporta alterazioni carat- 
terizzate da abnorme accumulo di glicogeno norma- 
le, o da deposito di glicogeno molecolarmente anor- 
male. Queste malattie, denominate glicogenosi e 
contraddistinte da un numero romano, o dal nome 
di chi le ha descritte, hanno contribuito non secon- 
dariamente a chiarire i processi di sintesi e di demo- 
lizione del glicogeno ed al riconoscimento degli en- 
zimi relativi. Ricordiamo qui le più significative. 


Glicogenosi tipo I (morbo di von Gierke). 
Questa malattia è caratterizzata da un abnorme ac- 
cumulo di glicogeno nel fegato (dove può raggiun- 
gere il 20% del peso dell’intero organo) e nei reni: 
glicogenosi epato-renale. Questo accumulo è con- 
seguenza della insufficiente demolizione del glico- 
geno per deficienza congenita della glucosio-6-P 
fosfatasi, enzima che idrolizza il glucosio-6-P in 
glucosio. Oltre che da detto accumulo di glicogeno 
nel fegato e nei reni, il morbo di von Gierke è carat- 
terizzato da grave ipoglicemia, riferibile al mancato 
rilascio di glucosio dal fegato. Questa ipoglicemia è 
insensibile alla somministrazione di adrenalina o di 


glucagone, gli ormoni che, stimolando la glicoge- 
nolisi del fegato, inducono nell’individuo normale 
un aumento della glicemia. Come conseguenza del- 
l’ipoglicemia si ha diminuita secrezione di insulina 
ed elevata produzione di glucagone, catecolamine e 
somatotropina. Queste alterazioni ormonali com- 
portano una elevata mobilizzazione degli acidi 
grassi con conseguente innalzamento degli acidi 
grassi non esterificati (NEFA) e dei corpi chetonici 
plasmatici. Un test funzionale per la diagnosi è da- 
to dalla risposta al glucagone. Quando questo or- 
mone viene somministrato a soggetti normali pro- 
duce aumento della glicemia, ma non quando viene 
somministrato a soggetti affetti da morbo di von 
Gierke (il fegato non può rilasciare glucosio al san- 
gue). Un’altra alterazione metabolica caratteristica 
del morbo di von Gierke è la incapacità del fegato 
di convertire il lattato in glucosio (gluconeogenesi), 
per mancanza della glucosio-6-P fosfatasi, o in gli- 
cogeno, già in grande eccesso. Si ha così un croni- 
co accumulo di acido lattico nel sangue, che indu- 
ce, tra l’altro, decalcificazione delle ossa (osteopo- 
rosi). 


Glicogenosi tipo II (morbo di Pompe). 


‘ L'enzima deficiente è l’a-1,4-glucosidasi lisoso- 


miale. L’enzima che è attivo al pH acido (- 4) del- 
l’ambiente lisosomiale, idrolizza i legami o.-1,4-gli- 
cosidici del glicogeno, contribuendo alla sua degra- 
dazione specie nel periodo neonatale. La sua man- 
canza implica accumulo di glicogeno nei vacuoli, 
corrispondenti ai lisosomi, ai quali la fosforilasi 
non ha accesso. Gli organi maggiormente colpiti so- 
no cuore, fegato e muscolo scheletrico e la sintoma- 
tologia prevalente consiste in cardiomegalia ed 
estrema debolezza muscolare. La morte sopravvie- 
ne molto presto, non oltre il 6 mese di vita. Negli in- 
dividui normali la presenza della 0.-1,4 glucosidasi 
può essere svelata, in corso di gravidanza, nei fibro- 
blasti del liquido amniotico; l'assenza dell’enzima è 
diagnostico della mancanza dell’enzima nel feto. 
L’a-1,4-glucosidasi lisosomiale può essere ottenuta 
biotecnologicamente in modo da poter essere som- 
ministrata ai pazienti. La malattia, pertanto, può es- 
sere curata con terapia enzimo-sostitutiva. 


Glicogenosi tipo III (morbo di Cori). La malat- 
tia è dovuta a deficienza del sistema enzimatico de- 
ramificante. Si ha conseguentemente accumulo di 
glicogeno molto ramificato nel fegato, muscolo, 
cuore, eritrociti e leucociti. La sintomatologia più 
comune consiste in epatomegalia, debolezza mu- 
scolare, ipoglicemia a digiuno e mancata risposta 
glicemica al glucagone. Alcuni pazienti non soprav- 
vivono ai primi anni di vita, altri raggiungono l’età 


adulta. Probabilmente questi ultimi sono quelli che 
riescono a sopperire alla deficienza di glucosio, 
proveniente dal glicogeno, mediante una efficiente 
gluconeogenesi. 

Glicogenosi tipo IV (morbo di Andersen). 
L’enzima deficitario è /a oligo (a-1,4 a-1,6)-glucan 
trasferasi (enzima ramificante) per cui il glicogeno 
si presenta anomalo per difetto di ramificazione. La 
deposizione di tale tipo di glicogeno, molto meno 
solubile del normale, induce lesioni funzionali e 
strutturali. Si ha epatomegalia seguita da cirrosi e 
alterazioni dinamiche del cuore e dei muscoli sche- 
letrici. La sopravvivenza è limitata ai primi anni di 
vita. 


Glicogenosi tipo V (morbo di Mc Ardle). 1 sog- 
getti che ne sono affetti soffrono di debolezza mu- 
scolare e di insorgenza di crampi muscolari anche 
dopo un breve ed insignificante esercizio. Durante 
l’esercizio muscolare il sangue refluo dal muscolo 
non rivela alcun aumento degli acidi piruvico e lat- 
tico, che anzi diminuiscono significativamente. Il 
contenuto in glicogeno dei muscoli è peraltro mol- 
to più elevato che di norma. Il quadro denuncia nel 
suo insieme l’incapacità del muscolo ad utilizzare il 
glicogeno ed a trarne la necessaria energia. Mc 
Ardle riscontrò infatti che nei muscoli di questi pa- 
zienti è assente la glicogeno fosforilasi. Questa sco- 
perta mise in dubbio la nozione, fino allora accetta- 
ta, che la fosforilasi fosse l’enzima responsabile 
non solo della demolizione, ma anche della sintesi 
del glicogeno. Infatti se la fosforilasi fosse respon- 
sabile anche della sintesi del glicogeno, non si com- 
prenderebbe come nel morbo di Ardle i muscoli 
contengano glicogeno addirittura in quantità supe- 
riore alla norma. Si iniziarono conseguentemente le 
ricerche che, per merito degli argentini Lowis Leloir 
e Carlos Cardini, portarono all’evidenza che la sin- 
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tesi del glicogeno avviene tramite la glicogeno sin- 
tetasi, con coinvolgimento dell’UDP-G, perfetta- 
mente funzionante nel morbo di Mc Ardle, e non 
tramite la fosforilasi. Va notato che in questa malat- 
tia la fosforilasi del fegato è generalmente normale 
per cui i pazienti non sono ipoglicemici e rispondo- 
no normalmente alla adrenalina. 


Glicogenosi tipo VI (morbo di Hers). Questa 
malattia è dovuta a diminuita attività della glicoge- 
no fosforilasi del fegato. Sintomatologia e lesioni 
sono paragonabili a quelle del morbo di Gierke, an- 
che se meno gravi data la scarsa, ma pur presente, 
attività della fosforilasi. 


Le lesioni enzimatiche relative alle glicogenosi 
descritte sono riassunte nella Tabella 12.IV. 


Regolazione della glicemia 


La concentrazione di glucosio nel sangue (glice- 
mia) pur subendo fluttuazioni, tende a mantenere 
nel corso della giornata valori fra 65 e 110 mg per 
100 ml. Questa costanza è la risultante di un equili- 
brio fra immissione ed efflusso del glucosio nel e 
dal torrente sanguigno. L’intestino immette nel san- 
gue portale il glucosio proveniente dall’assorbi- 
mento dei glucidi della dieta, glucosio che in parte 


. è distribuito ai tessuti in parte accumulato come gli- 


cogeno. Lontano dai pasti all’efflusso di glucosio 
dal sangue ai tessuti, corrisponde una simultanea 
immissione da parte dei tessuti capaci di accumu- 
larlo come glicogeno e di rilasciarlo in circolo. 
Questi ultimi sono i tessuti provvisti di g/ucosio-6- 
P fosfatasi e cioè intestino, rene e fegato. 

Il rene e precisamente i tubuli renali riassorbono 
il glucosio filtrato attraverso i glomeruli, ri-immet- 


Tabella 12.IV 


Principali malattie da accumulo di glicogeno (glicogenosi) 


Tipo | (Morbo di von Gierke) Glucosio-6-P fosfatasi T Glicogeno (F) Ipoglicemia 






Tipo Il (Morbo di Pompe) 
Tipo III (Morbo di Cori) 
Tipo IV (Morbo di Andersen) 
Tipo V (Morbo di Mc Ardle) 
Tipo VI (Morbo di Hers) 





T Gicger 
T Gicogeo 
Fer fo) [F Gicogeno 





F = fegato; M = muscolo; T = tessuti 
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tendolo in circolo con un meccanismo di trasporto 
attivo. La perdita di glucosio nelle urine è infatti 
normalmente assai esigua, anche dopo assunzione 
di una dieta ricca di glucidi. Tuttavia quando in con- 
dizioni anomale (diabete mellito) la glicemia si ele- 
va sopra un certo limite, i tubuli renali non riescono 
più ad adeguare il riassorbimento del glucosio alla 
velocità con cui questo filtra nel liquido glomerula- 
re e si ha perdita di glucosio con le urine: glicosu- 
ria. Negli individui normali il valore critico della 
glicemia al di sopra della quale si ha glicosuria è in- 
torno ai /70-180 mg/100 ml: questo valore è deno- 
minato soglia renale per il glucosio. 

Il fegato funziona da “glucostato” permanente, 
accumulando glucosio dal sangue quando è in ec- 
cesso, per esempio nella fase di assorbimento inte- 
stinale e rilasciandovelo quando è in difetto. Tale ri- 
lascio è commisurato alla richiesta di glucosio da 
parte dei tessuti extraepatici. Il fegato ricava il glu- 
cosio dalle proprie riserve di glicogeno (glicogeno- 
lis) e, quando queste sono scarse, dal processo glu- 
coneogenetico. 

Dell’azione degli ormoni sull’omeostasi della 
glicemia si dirà oltre. Basta qui premettere che l’in- 
sulina induce diminuzione della glicemia, incre- 
mentando il trasporto del glucosio nelle cellule del 
muscolo e del tessuto adiposo e stimolando nel fe- 
gato la glicogenosintesi ed inibendovi la gluconeo- 
genesi. Adrenalina, glucagone, somatotropina ed 
ormoni corticosteroidi inducono invece innalza- 
mento della glicemia con meccanismi diversi di cui 
si parlerà nel capitolo degli ormoni. 

Tolleranza al glucosio. Per tolleranza al glucosio 
si intende la capacità di un soggetto di utilizzare il 
glucosio somministrato. Per misurare la tolleranza al 
glucosio si somministra per via orale 1 g di gluco- 
s10/kg di peso corporeo e si misura la variazione del- 
la glicemia in funzione del tempo. Nel soggetto nor- 
male la glicemia sale fino a 130- 140 mg/100 ml in 
circa l ora e poi decresce per raggiungere i valori 
normali in circa 2 ore. Nei soggetti diabetici, o ten- 
denzialmente diabetici, la glicemia raggiunge massi- 
mi molto più elevati e decresce ai valori di partenza 
in un tempo considerevolmente più lungo. 


METABOLISMO DELL'ACIDO 
GLUCURONICO 


Mentre la ossidazione del gruppo anomerico del 
glucosio (C1) porta alla formazione dell’acido glu- 
conico (tale ossidazione a carico del glucosio-6-P 
inizia il ciclo dei pentoso fosfati), la ossidazione del 
gruppo alcoolico primario (C6) porta alla formazio- 
ne di acido glucuronico. Poiché il gruppo anomeri- 
co (C1) è più facilmente ossidabile del gruppo al- 


coolico primario (C6), la ossidazione esclusiva di 
quest’ultimo richiede la preliminare protezione del 
primo. Tale protezione è assicurata quando il gluco- 
sio è incorporato nell’uridindifosfoglucosio 
(UDPG), la stessa forma di attivazione richiesta per 
la glicogeno sintesi. 

Per azione della UDPG deidrogenasi Vl UDPG 
viene ossidato a spese del NAD* in UDP-glucuro- 
nato. La ossidazione avviene in due tappe: nella pri- 
ma il gruppo alcoolico primario (C6) del residuo di 
glucosio viene ossidato in gruppo aldeidico, nella 
seconda il gruppo aldeidico è ossidato a gruppo 
carbossilico. In forma di UDP-glucuronato il resi- 
duo dell’acido glucuronico può essere utilizzato per 
la biosintesi dei polisaccaridi (mucopolisaccaridi, 
eparina, etc.), che, analogamente alla sintesi del 
glicogeno, richiede che le unità di acido glucuroni- 
co che vengono incorporate siano dotate di una suf- 
ficiente quantità di energia che l’acido glucuronico 
libero non possiede. 


CH-OH 
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HO O—P—P— URIDINA 
OH 
UDPG 
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O 
Li 
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O 
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Oltre che per la sintesi dei polisaccaridi 1’ UDP- 
glucuronato è importante per i processi di detossifi- 
cazione epatica, nella quale sostanze endogene (or- 
moni, bilirubina, etc.) o esogene (medicamenti, ve- 
leni, ecc.), coniugandosi con il residuo glucuronico 
dell’UDP-glucuronato, formano dei glucuronidi 
atossici e idrosolubili che vengono poi eliminati 
con le urine. Infine l’UDP-glucuronato può essere 
idrolizzato in UDP ed acido glucuronico. 

Nell’uomo e negli animali superiori in una serie 
di reazioni, indicate nella Fig. 12.43, l’acido glucu- 
ronico viene trasformato in D-xilulosio e questo, 
dopo fosforilazione, immesso nel ciclo dei pentoso 
fosfati. 
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Figura 12.43 Metabolismo dell'acido glucuronico 


(1) = Glucuronato riduttasi; (2) = gulonato deidrogenasi; (3) 


L-xilulosio riduttasi (assente nella pentosuria); (4) = 


xilitolo deidrogenasi; (5) = xilulosio chinasi; (6) = gulonato lattonasi; (7) = gulonolattone ossidasi. 
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Nella prima reazione il gruppo aldeidico dell’aci- 
do glucuronico viene ridotto in gruppo alcoolico pri- 
mario (questa reazione viene indicata nella Fig. 
12.43 a carico della forma aperta). L’enzima che ca- 
talizza questa reazione a spese del NADPH è la g/u- 
curonato riduttasi. L'acido L-gulonico che così si 
forma viene ossidato dalla gu/onato deidrogenasi in 
acido 3-cheto-L-gulonico. Quest’ultimo si decar- 
bossila spontaneamente in L-xilulosio, l’isomero 
non naturale che per essere utilizzato nel ciclo dei 
pentoso fosfati deve essere convertito nella forma D. 
Questa isomerizzazione implica la riduzione del L- 
xilulosio in xilitolo e la riossidazione di questo in D- 
xilulosio. Queste due tappe ossidoriduttive sono ca- 
talizzate rispettivamente dalla L-xilulosio riduttasi 
(NADP* dipendente) e dalla xilitolo deidrogenasi 
(NAD' dipendente). Infine per azione della xi/u/osio 
chinasi il D-xilulosio viene fosforilato, a spese di 
ATP, in D-xilulosio-5-P. Si noti che a differenza del- 
le vie metaboliche dei glucidi fin qui considerate, 
nelle quali partecipano solo gli esteri fosforici degli 
zuccheri, in questa via catabolica dell’acido glucu- 
ronico gli zuccheri partecipano allo stato libero. 

In una malattia ereditaria, denominata “pentosu- 
ria essenziale”, si ha eliminazione con le urine di 
notevole quantità di L-xilulosio. Questa malattia 
metabolica è riferibile all’assenza congenita della 
L-xilulosio riduttasi. Questo difetto genetico non 
implica però apparentemente alcun grave danno 
per l’organismo. 

In una via metabolica alternativa nelle piante e 
nella maggior parte degli animali l’acido L-guloni- 
co può essere utilizzato per la sintesi dell'acido 
ascorbico (Fig. 12.43). Questa via implica la cicliz- 
zazione dell’acido L-gulonico nel suo lattone per 
azione della gu/onato lattonasi e la ossidazione di 
questo lattone in acido ascorbico per azione di una 
flavoproteina: la gulonolattone ossidasi. E appun- 
to la mancanza congenita di quest’ultimo enzima 
che ha condizionato l’uomo, i primati e le cavie al- 
la introduzione obbligatoria dell’acido ascorbico 
con la dieta. 


METABOLISMO DEL FRUTTOSIO 


Il fruttosio può essere fosforilato in fruttosio-6- 
P dalla esochinasi e quindi convertito in glucosio-6- 
P dalla fosfoesoso isomerasi. Tuttavia nel fegato la 
esochinasi ha per il fruttosio scarsa affinità e la quo- 
ta di fruttosio che segue questa via metabolica è 
piuttosto scarsa. Molto più attiva è un’altra chinasi 
specifica per il fruttosio, la fruttochinasi presente 
solo nel fegato, sede metabolica principale del frut- 
tosto, che fosforila il fruttosio a spese dell’ ATP nel- 


la posizione 1 formando fruttosio-1-P. A differenza 
della glucochinasi la fruttochinasi non è controlla- 
ta dall’insulina, così si spiega perché il fruttosio 
venga metabolizzato normalmente anche nel diabe- 
te pancreatico. 

Il fruttosio-1-P è demolito dalla a/dolasi in fo- 
sfodiossiacetone ad aldeide glicerica. Anche que- 
st’ultima viene immessa nella via glicolitica, dopo 
fosforilazione ad aldeide 3-fosfoglicerica per azio- 
ne della gliceraldeide chinasi o triosochinasi (Fig. 
12.44) insieme con il fosfodiossiacetone che si con- 
verte in aldeide fosfoglicerica per l’azione della 
trioso fosfato isomerasi. 

Alternativamente, aldeide 3-fosfoglicerica e fo- 
sfodiossiacetone, per azione della aldolasi, possono 
formare fruttosio-1,6-difosfato e quindi glucosio o 
glicogeno (vedi gluconeogenesi). Pertanto, dipen- 
dentemente dalle condizioni energetiche, il frutto- 
sio può essere utilizzato direttamente nella glicolisi 
o interconvertito in glucosio. Si noti (Fig. 12.44) 
che il fruttosio entra nella glicolisi sfuggendo al 
controllo della fosfofruttochinasi. Ciò può portare 
ad un incontrollato accumulo di piruvato e quindi di 
lattato e di acetil-CoA a seconda della disponibilità 
di ossigeno, e quindi all’incentivazione della lipo- 


‘genesi. Da ciò deriva la cautela nell’uso di fruttosio 


da parte di pazienti diabetici 

Nel tessuto adiposo il fruttosio viene invece fo- 
sforilato in fruttosio-6-P dalla esochinasi e trasfor- 
mato in glucosio-6-P dalla fosfoglucosio isomerasi, 
o alternativamente in fruttosio-1,6-bifosfato dalla 
fruttosio-6-P chinasi. Questo diverso destino meta- 
bolico è dovuto a deficienza di fruttochinasi ed a 
scarsità di glucosio nel tessuto adiposo: la scarsità 
di glucosio non crea, come altrove, competizione 
fra glucosio e fruttosio per la esochinasi. 


Malattie da deficienza congenita di 
enzimi adibiti al metabolismo del 
fruttosio 


Le più note sono la fruztosemia essenziale e la 
intolleranza al fruttosio. La prima consegue a defi- 
cienza congenita della fruttochinasi e si manifesta 
con elevata concentrazione ematica di fruttosio do- 
po sua ingestione, ma è priva di conseguenze meta- 
boliche importanti. La intolleranza al fruttosio con- 
segue a scarsa o nulla affinità della aldolasi epatica 
per il fruttosio-1-P, che pertanto si accumula nel fe- 
gato. Questo accumulo, inducendo inibizione della 
glicogeno fosforilasi e della gluconeogenesi, provo- 
ca ipoglicemia che si manifesta con vomito, con- 
vulsioni ed anche coma. 
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Figura 12.44 Metabolismo del fruttosio nel fegato 
(1) = Fruttochinasi; (2) 


Acetil-CoA 


= Aldolasi; (3) = Fosfofruttochinasi; ... = effetto inibitore. 


I bambini affetti da questa intolleranza denun- 
ciano istintivamente la malattia con una avversione 
profonda per la frutta ed 1 dolci. La terapia consiste 
nell’abolire nella dieta saccarosio e fruttosio. 


tuisce infatti la principale fonte di energia per la 
mobilità degli spermatozoi. Il processo di conver- 
sione glucosio + fruttosio avviene nelle vescicole 
seminali in due reazioni, catalizzate rispettivamen- 
te dalla a/doso riduttasi (1) e dalla sorbitolo deidro- 
genasi (2). Nella prima reazione il glucosio viene 


Formazione del fruttosio dal 
glucosio nel liquido seminale 


Il fruttosio è uno dei più importanti costituenti 
del liquido seminale, nel quale raggiunge la cospi- 
cua concentrazione di 2-4 mg/ml. Il fruttosio costi- 


ridotto a sorbitolo a spese del NADPH; nella secon- 
da il sorbitolo viene riossidato a fruttosio a spese 
del NAD'. In definitiva per ogni molecola di gluco- 
sio che viene trasformata in fruttosio, 11 NADPH ce- 
de indirettamente i suoi idrogeni al NAD' in un pro- 
cesso detto di fransidrogenazione indiretta per di- 
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stinguerlo da quello di transidrogenazione diretta 
nel quale questo scambio avviene direttamente. 


METABOLISMO DEL GALATTOSIO 


Interconversione galattosio- 
glucosio 


Questo processo è importante sia per il lattante, 
in quanto consente l’utilizzazione metabolica del 
galattosio assunto con il latte in forma di lattosio, 
sia per la madre, in quanto consente la trasforma- 
zione del glucosio in galattosio nella ghiandola 
mammaria funzionante e quindi la formazione del 
lattosio. La formazione del galattosio da glucosio è 
comunque importante, essendo il galattosio costi- 
tuente dei glicolipidi, dei proteoglicani e delle gli- 
coproteine. 

Per essere trasformato in glucosio, il galattosio 
viene fosforilato a galattosio-1-P dalla ga/attochi- 
nasi (1) a spese dell’ATP: 

CHs0H CHs0H 


ATP_ ADP 


OH iP 
OH OH 


Galattosio Galattosio-1-P 


La galattochinasi è un enzima adattativo la cui 
attività è stimolata dal galattosio: è per questa ra- 
gione che il lattante presenta un’attività galattochi- 
nasica superiore a quella dell’adulto. 

Per essere metabolicamente utilizzato il galatto- 
s10-1-P deve essere incorporato nell’UDP-galatto- 
so. Questo intermedio non può tuttavia formarsi, 
almeno nel primo anno di vita, in una reazione ana- 
loga a quella già vista per la formazione 
dell’UDPG, in quanto manca la specifica UDP-ga- 
lattosio pirofosforilasi. L’UDP-galattosio (UDP- 
Gal) si forma invece in una reazione di scambio con 
l’UDPG, catalizzata dalla ga/attosio-1-P: uridil 
transferasi: 


galattosio-1-P + UDPG S 
UDP-Gal + glucosio-1-P 


La trasformazione vera e propria del galattosio 
in glucosio avviene per opera della UDP-Gal-4 *- 
epimerasi, o galattowaldenasi, che agisce sul- 
l’UDP-galattosio provocando la epimerizzazione in 
corrispondenza del carbonio 4’, trasformando così 
il residuo del galattosio in glucosio: 
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La epimerizzazione avviene tramite la formazio- 
ne dell’UDP-4’chetoglucosio. Non si spiegherebbe 
altrimenti la necessità dell’intervento del NAD* 
Nella ghiandola mammaria la UDPG-4’epimerasi, 
operando nella direzione opposta, trasforma il glu- 


‘ cosio in galattosio. 


Galattosemia. La mancanza congenita della ga- 
lattosio-1-P-uridil trasferasi, bloccando la inter- 
conversione del galattosio in glucosio, determina 
un accumulo di galattosio-1-P e quindi di galatto- 
s10, che è deleterio per i tessuti. Questa malattia da 
accumulo, nota come galattosemia, è abbastanza 
frequente e conduce a ritardo mentale, cataratta ed 
epatosplenomegalia. La galattosemia può essere fa- 
cilmente diagnosticata in base alla mancanza della 
galattosio-1-P-uridil transferasi nei globuli rossi. 
Una volta riconosciuta, se ne possono prevenire 0 
limitare i danni evitando la somministrazione di ga- 
lattosio (latte), fino a quando in una età più tardiva 
viene sintetizzata nel fegato la UDP-galattosio pi- 
rofosforilasi, che rende possibile la interconversio- 
ne galattosio > glucosio sintetizzando 1’ UDP-Gal 
nella reazione: 


galattosio-1-P + UTP S UDP-Gal + PPi 


Ad analoga situazione patologica, cioè ad accu- 
mulo di galattosio nei tessuti ed eliminazione del 
galattosio con le urine, si arriva anche per deficien- 
za della galattochinasi. La formazione della catarat- 
ta che caratterizza queste due enzimopatie è dovuta 
ad accumulo nel cristallino di galattitolo (dulcito- 
lo), l’alcool esavalente che si forma per riduzione 
del galattosio. 


Sintesi del lattosio 


Il lattosio (galattosil-B1 + 4-glucosio) è conte- 
nuto nel latte in concentrazione molto elevata: 7% 
nel latte di donna, 5% nel latte di vacca, e fornisce 
il 40% dell’energia che il lattante trae dal latte ma- 
terno. La sua sintesi nella ghiandola mammaria fun- 
zionante costituisce uno dei più tipici esempi di 
meccanismo di controllo. L’enzima responsabile 
della sintesi del lattosio è la g/ucosio: UDP-galat- 
tosil transferasi, che trasferisce sul glucosio il resi- 
duo del galattosio dell’UDP-Gal: 


UDP-Gal + glucosio > UDP + lattosio 


Tale enzima, presente anche in altri tessuti, al di 
fuori della ghiandola mammaria funzionante, è pri- 
vo di specificità e trasferisce il residuo del galatto- 
sio dall’UDP-Gal non solo sul glucosio ma, anche 
con maggiore affinità, su altri zuccheri (per esem- 
pio N-acetilglucosammina, con produzione di latto- 
sammina), contribuendo alla sintesi di glicoproteine 
e glicosamminoglicani. 

Quando la ghiandola mammaria diventa funzio- 


GALATTOSIO 


ATP 


O 
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nante, incomincia a sintetizzare la o.-/attoa/bumina, 
che si ritrova nel latte nella percentuale del 2%. La 
o-lattoalbumina, legandosi alla glucosio: UDP-ga- 
lattosil transferasi, ne modifica profondamente la 
conformazione, conferendo all’enzima la specifici- 
tà assoluta per il glucosio: lo trasforma in altre pa- 
role nella lattosio sintetasi. Dalla produzione o me- 
no di c.-lattoalbumina dipende quindi l’attività spe- 
cifica della lattosio sintetasi. Infatti, quando la sin- 
tesi della a.-lattoalbumina viene a cessare, la latto- 
sio sintetasi torna ad agire aspecificamente come 
glucosio: UDP-galattosil transferasi adibita, come 
sempre negli altri tessuti, alla sintesi di vari glico- 
coniugati. La produzione della a-lattoalbumina, 
che può quindi essere considerata un tipico modifi- 
catore enzimatico, è sotto controllo ormonale: la 
prolattina ne stimola la formazione, mentre il pro- 
gesterone la abolisce. Il controllo della biosintesi 
del lattosio da parte di questi ormoni è un esempio 
di come gli ormoni possano esplicare i loro effetti 
fisiologici modificando la specificità di enzimi. 

L’utilizzazione metabolica del galattosio è rias- 
sunta nella Fig. 12.45. 


ADP 
Galattosio-1-P UDP-G 
@ UDP 
Glucosio-1-P UDP-Gal Lattosio 
@ Glucosio 
UDP-G Glicogeno Pi 
PPi ——»>-2 Pi 
UTP Glucosio-1-P 
Glucosio-6-P 
GLUCOSIO 
Figura 12.45 Metabolismo del galattosio 
(1) = Galattochinasi; (2) = galattosio-1-P uridil transferasi (bloccata nella galattosemia) e UDP-galattosio pirofosto- 


rilasi; (3) = epimerasi; (4) = galattosio sintetasi. 
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FORMAZIONE DI ALTRI 
MONOSACCARIDI A PARTIRE DAL 
GLUCOSIO 


Nei glicoconiugati (glicoproteine, proteoglicani, 
glicolipidi) e negli oligosaccaridi degli animali so- 
no presenti molti diversi monosaccaridi, quali il 
mannosio, il galattosio, il fucosio, lo xilosio, l’aci- 
do glucuronico ed iduronico, l’acido sialico e le 
esosammine. Tutti questi monosaccaridi possono 
formarsi e partire dal glucosio. I processi di conver- 
sione prevedono la formazione, come intermedi, di 
derivati fosforilati e nucleotidici dei monosaccaridi. 
Le fosforilazioni, che richiedono l’intervento di 
chinasi e di ATP, interessano il C a funzione alcoli- 


ca primaria e il C glicosidico; l'inserimento del sac- 
caride in strutture nucleotidiche segue lo schema di 
reazione generale: 


saccaride-1-P + UTP —> UDP-saccaride + PPi 


SI è già avuto occasione di incontrare questa rea- 
zione per la formazione di UDP-G e UDP-Gal. In 
alcuni casi (per esempio il mannosio) il nucleotide 
coinvolto è il GTP e la reazione che si svolge è: 


mannosio-1-P + GTP 5 GDP-mannosio + PPi 
Nel caso unico dell’acido sialico (NeuAc) il nu- 


cleotide interessato è il CTP e nella reazione inter- 
viene il saccaride in forma non fosforilata: 
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Figura 12.46 Schema dei processi di formazione dei nucleotide-saccaridi e di interconversione dei 
saccaridi, responsabili del reclutamento dei saccaridi necessari alla biosintesi dei glicoconiugati 
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NeuAc + CTP 5 CMP-NeuAc + PP; 


In tutte queste reazioni di sintesi è, comunque, il 
resto nucleotidico (UMP, GMP, CMP) che è trasfe- 
rito dal trifosfonucleotide al saccaride fosforilato 0 
al saccaride semplice (nel caso dell’acido sialico) 
con formazione del saccaride in forma nucleotidica. 

Lo schema generale delle reazioni di intercon- 
versione dei saccaridi è presentato nella Fig. 12.46. 
In questo schema sono evidenziati sia il ruolo cen- 
trale giocato dal glucosio, sia il coinvolgimento di 
altri saccaridi presenti nella dieta (galattosio, frutto- 
sio, mannosio). Fra gli enzimi implicati nel proces- 
si ricordiamo, in quanto finora non citati: la UDP- 
glucosio deidrogenasi, che catalizza la formazione 
di UDP-acido glucuronico; la UDP-acido glucuro- 
nico isomerasi, che consente la formazione di UDP- 
acido iduronico; la UDP-acido glucuronico decar- 
bossilasi, che porta alla formazione di UDP-xilosio; 
la glutammina-fruttosio-6-fosfato transaminasi, re- 
sponsabile della formazione di glucosammina- 6- 
fosfato; l’UDP-N-acetil glucosammina liasi, che 
produce N-acetilmannosamina a partire da UDP-N- 
acetilelucosammina; l’acido sialico-9-fosfato sinte- 
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UDP-N-acetilgluuosammina 
(UDP-GIcNAc) 


le 
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tasi, che inserisce il residuo dell’acido piruvico sul 
C1 dell’N-acetilmannosammina-6-P, e la GDP- 
mannosio reduttasi che trasforma il gruppo — 
CH50H in C-6 del mannosio in —CH; con forma- 
zione di GDP-fucosio e liberazione di H,0. 

La biosintesi dei nucleotide-saccaridi è sottopo- 
sta a regolazione “feed-back” su due tappe dell’inte- 
ro processo: la formazione di glucosammina-6-P e 
di N-acetilmannosammina (Fig. 12.47). Si tratta: (a) 
della inibizione allosterica esercitata dall’ UDP-N- 
acetilglucosammina sulla glutammina-fruttosio-6- 
fosfato transaminasi, con blocco dell’approvvigio- 
namento di glucosammina-6-P, e (b) del CMP-aci- 
do-N-acetilneuraminico, che inibendo la UDP-N- 
acetilglucosammina liasi, arresta la formazione di 
N-acetil- mannosamina, precursore dell’acido siali- 
co stesso. La logica di questi effetti regolatori è evi- 
dente: una sovrabbondanza di UDP-N-acetilgluco- 
sammina e di CMP-acido sialico, segno evidente 
che il bisogno di biosintesi dei glicoconiugati è sod- 
disfatto, rallenta il processo di formazione degli 
stessi nucleotide-saccaridi, evitando così un inutile 
dispendio energetico. 

Per quanto attiene l’acido sialico 1l flusso biosin- 
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Figura 12.47 Schema della regolazione a feed-back dei processi di biosintesi di alcuni nucleotide- 


saccaridi necessari per produrre glicoconiugati 
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tetico produce CMP-acido-N-acetilneuraminico, da 
cui poi si formano i derivati contenenti un N-glico- 
lile o ulteriori O-acetili (soprattutto in posizione C8 
e C9). Della formazione dell’acido N-glicolilneura- 
minico è responsabile una ossigenasi specifica che 
catalizza la reazione: 


R-NH-CO-CH; + O, + NADPH + 
R-NH-CO-CH,0H + H;0 


in cui R è il CMP-NeuAc. Delle O-acetilazioni so- 
no responsabili O-acetilasi specifiche. Peculiare è 
l’assenza nel genoma umano del gene che codifica 
per l’ossigenasi addetta alla ossidazione del CMP- 
NeuAc in GMP-NeuGc: di conseguenza i sialoderi- 
vati umani non contengono acido N-glicolilneura- 
minico. 
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FUNZIONI GENERALI DEI LIPIDI 


I lipidi, che nel loro insieme costituiscono più 
del 10% del peso corporeo, assolvono funzioni di- 
verse: 


Funzione energetica. Compete fondamental- 
mente agli acidi grassi liberi o esterificati nei trigli- 
ceridi e soddisfa una buona parte della richiesta 
energetica dell’organismo. La elevata resa energeti- 
ca dei lipidi deriva dal basso contenuto in ossigeno 
della molecola degli acidi grassi, per cui i/ /oro po- 
tere calorico (9 kcal/g) è circa doppio di quello dei 
glucidi e delle proteine (4 kcal/g). Inoltre, dato il lo- 
ro minimo grado di idratazione, il rapporto “energia 
depositata/peso del deposito” è per i lipidi 6 volte 
più elevato che per i glucidi. Donde, se l’energia 
contenuta negli 11 kg di trigliceridi, normalmente 
presenti nell’organismo umano adulto, fosse conte- 
nuta nel glicogeno, il peso relativo sarebbe di 66 kg. 
Gli ampi depositi di trigliceridi nel tessuto adiposo 
possono essere quindi considerati un’ampia riserva 
di acidi grassi in attesa di essere utilizzata da tutti i 
tessuti ed in particolare dal tessuto muscolare mio- 
cardico e scheletrico. 

Le riserve energetiche complessive di un uomo 
normale di 70 kg sono, infatti, distribuite approssi- 
mativamente come segue: 100.000 kcal nei triglice- 
ridi, 25.000 kcal nelle proteine, soprattutto musco- 
lari, 1.600-2.000 kcal nel glicogeno e 40 kcal nel 
glucosio. 


Protezione termica. Per la loro abbondanza nel 
tessuto adiposo sottocutaneo, i lipidi costituiscono 
una specie di coperta termica che isola dall’ambien- 
te esterno 1 tessuti sottostanti. 


Protezione meccanica. Per la stessa ragione i li- 
pidi costituiscono un cuscinetto protettivo che di- 
fende dagli urti meccanici l’intero organismo (tes- 
suto adiposo sottocutaneo) ed i visceri (tessuto adi- 
poso periviscerale). 


Funzione strutturale. I lipidi ed in particolare 
fosfolipidi e colesterolo, in quanto i componenti più 
abbondanti delle membrane cellulari ed intracellu- 
lari, sono parte fondamentale delle strutture cellula- 
ri. E per la essenzialità di questa funzione che i lipi- 
di strutturali vengono preservati anche in condizio- 
ne di digiuno estremamente prolungato. 


Funzione bioregolatoria. Alcuni lipidi di mem- 
brana (fosfolipidi, sfingolipidi) a seguito di specifi- 
che stimolazioni delle cellule, subiscono idrolisi se- 
lettive con liberazione di frammenti (acidi grassi, 


inositolo-fosfati, ceramidi, ecc.) che hanno azione 
bioregolatoria (messaggeri secondari di natura lipi- 
dica). 


DIGESTIONE ED ASSORBIMENTO 
DEI LIPIDI 


Digestione 


La digestione dei lipidi alimentari, in prevalenza 
trigliceridi, avviene nel duodeno e nel digiuno per 
l’azione combinata dei sali biliari, dei fosfolipidi 
della bile e delle specifiche idrolasi pancreatiche. 
La concomitante stimolazione della secrezione bi- 
liare e pancreatica da parte della co/ecistochinina è 
proprio intesa a promuovere l’azione combinata di 
questo sistema digestivo. Nello stomaco dell’uomo, 
come in molti altri mammiferi, è presente una lipa- 
s gastrica (pH ottimale 3-4) la quale rilascia prefe- 
renzialmente acidi grassi a corta o media catena che 
vengono direttamente assorbiti dalla mucosa gastri- 
ca e trasportati al fegato. Il contributo quantitativo 


° di questo enzima alla digestione dei lipidi della die- 


ta è ridotto in confronto all’azione esercitata dalla 
lipasi pancreatica nell’intestino. 

I trigliceridi e gli esteri del colesterolo, compo- 
sti fortemente idrofobici, non sono solubili in acqua 
dalla quale tendono a separarsi in una fase distinta. 
Per l’azione dei sali biliari e dei fosfolipidi, i gras- 
si vengono dispersi in finissimi aggregati (micelle 
miste). Questi aggregati micellari segregano nel lo- 
ro interno, sottraendoli al contatto con l’acqua, i li- 
pidi più idrofobici e sono stabilizzati dalle cariche 
superficiali delle porzioni polari dei fosfolipidi e 
dei sali biliari formando una sospensione stabile 
nella fase acquosa (emulsione). In tal modo, la su- 
perficie disponibile per l’azione idrolitica della li- 
pasi pancreatica è enormemente aumentata e i gras- 
si alimentari possono essere efficacemente digeriti. 
Man mano che la digestione progredisce, i prodotti 
d’idrolisi diffondono dalle micelle alla mucosa inte- 
stinale, dalla quale vengono assorbiti. L’azione 
emulsionante dei sali biliari e dei fosfolipidi è note- 
volmente potenziata dai monogliceridi e dai lisofo- 
sfolipidi, prodotti d’idrolisi rispettivamente dei tri- 
gliceridi e dei fosfolipidi (vedi oltre). 

Gli enzimi che digeriscono idroliticamente i lipi- 
di alimentari sono la lipasi, la colesterolo esterasi e 
la fosfolipasi A, prodotti dal pancreas esocrino e 
convogliati nel duodeno lungo il dotto del Wirsung. 
La lipasi pancreatica idrolizza in modo specifico il 
legame estere tra acidi grassi e gli alcoli primari e 
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Figura 13.1 Azione idrolitica della lipasi pancreatica sui trigliceridi presenti nel lume intestinale 


pertanto trasforma i trigliceridi in monogliceridi 
idrolizzando sequenzialmente i legami esterei in 1 e 
3, (Fig. 13.1) . Si formano così acidi grassi liberi e 
2-monogliceridi che vengono assorbiti dalla muco- 
sa intestinale del digiuno e dell’ileo. Questa lipasi è 
in grado anche di liberare l’acido grasso esterifica- 
to in posizione C-1 dei glicerofosfolipidi (attività 
fosfolipasica A) formando 1-lisofosfolipidi. La li- 
pasi pancreatica, originariamente inattiva (prolipa- 
si), viene attivata dalla co/ipasi, un cofattore protei- 
co (PM 10.000), pure di origine pancreatica, che si 
lega alla lipasi nel rapporto di 2:1, formando un 
complesso. La colipasi non solo rende attiva la lipa- 
si ma, legandosi alle micelle miste contenenti i tri- 


gliceridi alimentari, ne facilita l’inserimento nel . 


complesso e quindi l’attacco idrolitico ai trigliceri- 
di contenutivi. In parte, il 2-monogliceride può es- 
sere idrolizzato in glicerolo ed acido grasso da 
un’altra lipasi non-specifica presente nell’intestino, 
ma di origine pancreatica, che è in grado di idroliz- 
zare anche gli esteri del colesterolo. 

I fosfolipidi vengono trasformati in lisofosfoli- 
pidi per distacco idrolitico dell’acido grasso in po- 
sizione 2, catalizzato dalla fosfolipasi A; pancreati- 
ca. I lisofosfolipidi possono essere assorbiti come 
tali, oppure liberare anche l’acido grasso in posizio- 
ne 1 per idrolisi catalizzata dalle lisofosfolipasi 
pancreatiche. 

Negli individui normali, più del 95% dei lipidi 
ingeriti vengono in tal modo digeriti ed assorbiti 
dall’intestino. 


Assorbimento 


Gli acidi grassi ed i monogliceridi, formatisi per 
digestione dei lipidi alimentari, vengono assorbiti 
per diffusione dalle cellule della mucosa intestinale. 
La diffusione degli acidi grassi liberi dall’ambiente 
micellare esistente nel lume intestinale alla fase ac- 


quosa della cellula intestinale è resa possibile dal 
legame degli acidi grassi con una proteina 
(Intestinal Fatty Acid Binding Protein, IFABP) pre- 
sente nella cellula. 

All’interno della cellula intestinale e precisa- 
mente a livello del reticolo endoplasmatico, gli aci- 
di grassi liberi vengono attivati ad acil-CoA ed este- 
rificati con i 2-monogliceridi per azione successiva 
della monogliceride: acil-CoA - acil trasferasi (1) e 
della digliceride: acil-CoA - acil trasferasi (2) (Fig. 
13.2 


(1) 
2-monogliceride + acil-CoA + 1,2-digliceride + 
CoA 


(2) 
1,2-digliceride + acil-CoA + trigliceride + CoA 


Il processo di biosintesi dei trigliceridi, fondato 
sull’impiego del 2-monogliceride, è tipico delle cel- 
lule intestinali. Nelle altre cellule, la biosintesi dei 
trigliceridi trae origine soltanto dal glicerolo-3-fo- 
sfato ed ha come intermedio l’acido fosfatidico. Di 
questa seconda via di biosintesi sono anche capaci 
le cellule intestinali che però non possono utilizza- 
re il glicerolo proveniente dalla digestione dei tri- 
gliceridi della dieta poiché negli enterociti è assen- 
te la glicerolo chinasi. 

La rapida rimozione degli acidi grassi liberi e 
dei monogliceridi, conseguente alla loro incorpora- 
zione nei trigliceridi neosintetizzati nella cellula, 
agevola il loro ulteriore assorbimento. Analoga- 
mente si ricostituiscono i fosfolipidi dai rispettivi li- 
sofosfolipidi. 

La ragione per cui trigliceridi e fosfolipidi ven- 
gono ricostituiti entro la cellula intestinale, dopo es- 
sere stati totalmente o parzialmente idrolizzati nel 
lume intestinale in un processo che appare inutil- 
mente dispendioso, va ricercata nel controllo che in 
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Figura 13.2 Digestione ed assorbimento intestinale dei trigliceridi (A = acido grasso) 





tal modo la cellula intestinale esplica sull’ingresso 
dei lipidi esogeni nell’organismo, riservandosi la li- 
bertà di modificarne la composizione. Per questa 
ragione 1 trigliceridi che dalla mucosa intestinale 
passano, incorporati nei chilomicroni, nel sistema 
linfatico effluente spesso differiscono da quelli ori- 
ginariamente presenti nel lume intestinale sia per la 
disposizione degli acidi grassi sia per la natura di 
alcuni di essi. 

Nella cellula intestinale i trigliceridi neoformati 
($0-90%) sl aggregano con i fosfolipidi neoformati 
(7-10%) e con il colesterolo libero ed esterificato 
(3-5%) formando degli aggregati che, rivestiti da 
proteine (2-3%), pure sintetizzate nella cellula inte- 
stinale, costituiscono i chilomicroni. I chilomicroni 
vengono secreti nei vasi linfatici e tramite il dotto 
toracico vengono immessi nella vena succlavia e 
quindi nel circolo generale. 

La vita media di un chilomicrone, cioè l’inter- 
vallo di tempo compreso fra la sua secrezione dalla 


cellula intestinale e la sua scomparsa, ad opera pre- 
valente delle lipoproteine lipasi, è di 5 minuti circa. 
Tuttavia data la gradualità della digestione e del- 
l’assorbimento intestinale, il contenuto dei chilomi- 
croni e, più in generale, dei trigliceridi nel plasma 
perdura a lungo. Come evidenziato dalla curva del- 
la Fig. 13.3 dopo un pasto lipidico il contenuto di 
trigliceridi del plasma comincia a salire dopo 1 ora 
circa per ritornare alla norma dopo 6-8 ore (lipemia 
alimentare o digestiva). 

Destino diverso hanno 1 trigliceridi a media ca- 
iena, esterificati cioè con acidi grassi a catena car- 
boniosa non superiore a 8-10 atomi di C, di cui è 
ricco il latte. Questi sono completamente idrolizza- 
ti nel lume intestinale e gli acidi grassi che si libe- 
rano sono direttamente riversati nel torrente san- 
guigno e veicolati dall’albumina al fegato. Questa 
diversità di assorbimento dei trigliceridi a media ca- 
tena implica la possibilità della loro utilizzazione in 
condizioni in cui i normali trigliceridi a lunga cate- 


Trigliceridi (mg/100 ml plasma) 


200 


100 


0 2 4 6 8 10 
ore 


Figura 13.3 Concentrazione dei trigliceridi nel 
plasma dopo assunzione di un pasto lipidico 
(70 g di trigliceridi) 


na non sono assorbiti, come accade ad esempio nel- 
la abetalipoproteinemia, malattia congenita abba- 
stanza rara, nella quale i chilomicroni, per assenza 
dalla proteina apo B-48, non vengono sintetizzati 
dalla cellula intestinale. In tale condizione i triglice- 
ridi a lunga catena si accumulano nelle cellule dei 
villi intestinali e vengono in gran parte eliminati 
con le feci. 

I sali biliari, dopo aver contribuito in misura pri- 


maria alla dispersione ed alla digestione dei lipidi, 
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vengono assorbiti dall’intestino, immessi nel sangue 
portale e riportati al fegato. Dal fegato sono secreti 
nella bile e immessi di nuovo nel lume intestinale. Il 
termine “circolo entero-epatico dei sali biliari” in- 
dica appunto questa loro utilizzazione ciclica. 


Steatorrea 


Con questo termine si indica la presenza di lipi- 
di nelle feci. La causa più frequente è un malassor- 
bimento intestinale dei lipidi dovuto a disfunzioni 
nella secrezione della bile o del succo pancreatico o 
a difetti funzionali della mucosa intestinale. La 
steatorrea da blocco biliare (per calcoli o tumore 
delle vie biliari ecc.) è caratterizzata da assenza di 
pigmentazione e dalla presenza di trigliceridi scar- 
samente digeriti nelle feci. 


TRASPORTO DEI LIPIDI NEL 
SANGUE: LE LIPOPROTEINE 
PLASMATICHE 


I lipidi vengono trasportati nel sangue in forma 
di aggregati micellari lipoproteici (lipoproteine), 
capaci di formare sospensioni stabilizzate da intera- 
zioni non covalenti tra la componente proteica 
(apolipoproteine, o apoproteine, o semplicemente 
apo) e quella lipidica. L'assenza di legami covalen- 





Figura 13.4 Sezione parziale di una lipoproteina plasmatica, nella quale un singolo strato (mono- 
layer) di componenti portanti gruppi idrofilici (proteine, fosfolipidi, colesterolo libero) racchiude 
una massa di lipidi completamente idrofobici (trigliceridi, colesterolo esterificato) 


Le proteine (apoproteine) presentano la porzione idrofilica affacciata all’esterno, quella idrofobica all’interno. 
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Tabella 13.I 


Composizione delle lipoproteine plasmatiche. 


VLDL (pre B) | 0,95-1,006 50-60 18-20 10-12 


LDL (B) 1,019-1,063 ca BI 22-24 34-36: | 20-22 


HDL (01) | 


HDL] 
HDL2 
HDL3 


1,019-1,063 | 
1,063-1,125 
1,125-1,210| 


ti consente lo scambio dei costituenti lipidici e pro- 
teici tra 1 vari tipi di lipoproteine e tra lipoproteine 
e membrane cellulari. 

Le lipoproteine plasmatiche si differenziano per 
dimensioni, densità e composizione sia lipidica che 
proteica. Dalla diversità di queste proprietà deriva- 
no, ovviamente, specificità funzionali. Densità e di- 
mensioni dipendono dal rapporto quantitativo pro- 
teine/lipidi: la densità aumenta e le dimensioni di- 
minuiscono all’aumentare del contenuto proteico. 

Come è illustrato nella Fig. 13.4, le principali li- 
poproteine del plasma hanno struttura globulare 
nella quale apoproteine, fosfolipidi e colesterolo 
formano un involucro di spessore molecolare (mo- 
nolayer), entro il quale sono racchiusi, ed in tal mo- 
do segregati dall’ambiente esterno acquoso, i lipidi 
idrofobici: trigliceridi e colesterolo esterificato. 

Le lipoproteine plasmatiche alle quali sono asso- 
ciati tutti 1 lipidi ematici, sono suddivisibili in 4 
classi, la cui composizione media è riportata nella 
Tabella 13.1. 

Le sigle con le quali vengono designate le lipo- 
proteine: VLDL (Very Low Density Lipoproteins = 
lipoproteine a bassissima densità), IDL (/nterme- 
diate Density Lipoproteins = lipoproteine a densità 
intermedia), LDL (Low Density Lipoproteins = lipo- 
proteine a bassa densità) e HDL (High Density 
Lipoproteins = lipoproteine ad elevata densità) de- 
rivano dalla loro densità relativa al mezzo di so- 
spensione. A queste quattro classi, costantemente 
presenti nel plasma, si devono aggiungere i chilo- 
microni di origine intestinale, che compaiono nel 
sangue solo dopo ingestione di un pasto lipidico. 
Come mostra la Tabella 13.I le cinque classi di lipo- 
proteine si distinguono fra loro per composizione di 
lipidi e di apoproteine. 

Il diametro delle HDL varia fra 95 e 130 À, 
quello delle LDL fra 230 e 280 À. VLDL e chilomi- 
croni hanno dimensioni molto maggiori. 
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Le apolipoproteine non sono soltanto compo- 
nenti strutturali fondamentali delle lipoproteine ma 
anche cofattori degli enzimi adibiti al loro metabo- 
lismo e strumenti di riconoscimento dei recettori 
per le lipoproteine, di cui sono dotate le membrane 
di alcune cellule. La Tabella 13.II riporta le caratte- 
ristiche delle apoproteine e la loro funzione. 

Impacchettati nelle lipoproteine, trigliceridi ed 


esteri del colesterolo vengono trasportati ai tessuti 


per la loro utilizzazione energetica e strutturale. I 
trigliceridi sono distribuiti principalmente al tessu- 
to adiposo e muscolare (scheletrico e cardiaco), do- 
ve vengono rispettivamente depositati ed ossidati 
per fornire energia. Gli esteri del colesterolo sono 
distribuiti a tutte le cellule dell’organismo nelle 
quali, dopo idrolisi, il colesterolo libero viene uti- 
lizzato come costituente delle membrane. Gli esteri 
del colesterolo forniscono anche colesterolo libero 
alle ghiandole endocrine per la sintesi degli ormoni 
steroidei ed al fegato per la formazione degli acidi 
biliari. 


Caratteristiche, funzioni e 
metabolismo delle lipoproteine 
plasmatiche 


Appare evidente che alcune attività enzimatiche 
o proteine, presenti nel plasma, svolgono un ruolo 
importante nelle trasformazioni alle quali vanno in- 
contro le lipoproteine durante la loro permanenza in 
circolo. 


Lipoproteina lipasi (LPL). La lipoproteina lipa- 
si è una proteina di 449 aminoacidi, incluso il pep- 
tide segnale di 27 aminoacidi, che viene sintetizza- 
ta principalmente dal muscolo cardiaco, dal musco- 
lo scheletrico, dal tessuto adiposo e dalla ghiandola 
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Tabella 13.II 


Le principali apoproteine del sangue umano. 


HDL, a 


Stabilizza le HDL, inte- 
ragisce con il recettore 
E HDL 


Intestino-fegato 


B-100 VDLD e LDL Fegato Interagisce con print recet- 
tore LDL 


eee Lisa 


Spe Il seni e HDL a Attiva ci lipoproteina li- 
pasi 

C-IIl VLDL Fegato Inibisce l'assunzione 
epatica delle VLDL e dei 
residui dei chilomicroni 
Trasferimento degli este- 
ri del colesterolo 


VLDL, IDL, HDL, chilomi- 
croni e residui dei 
chilomicroni 


controlla la velocità con cui gli acidi grassi vengo- 


mammaria funzionante. La proteina neo-sintetizza- 
ta va incontro a modificazioni post-traduzionali al- 
le quali partecipa i/ fattore di maturazione della li- 
pasi ( Lipase Maturation Factor, LMF 1) una protei- 
na localizzata nel reticolo endoplasmatico e che 
partecipa al processo di “folding” della LPL. 
L’enzima attivo è un omodimero testa-coda che 
è responsabile dell’idrolisi dei trigliceridi trasporta- 
ti dai chilomicroni e dalle VLDL e che pertanto 


APO C-II 


ES 


L È 
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N VIS) 
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Interagisce con il recet- 
tore dei residui dei chi- 
lomicroni presente nelle 
cellule epatiche 


Intestino-fegato 


no rilasciati e resi disponibili per la loro utilizzazio- 
ne a livello dei tessuti. La proteina matura è secreta 
e sl ancora alle ramificazioni glucidiche dei proteo- 
glicani (eparansolfato-proteoglicani, HSPG) pre- 
senti sulla superficie luminale dell’endotelio dei ca- 
pillari e quindi in posizione adatta per legare le li- 
poproteine circolanti (Fig. 13.5). 

Condizione necessaria per questo ancoraggio, e 






Ramificazioni glucidiche 
delle glicoproteine esposte 
sulla faccia luminale delle 
cellule endoteliali. 


Figura 13.5 Rapporto dimensionale fra lipoproteina lipasi (L) e substrato lipoproteico (VLDL) in 
corrispondenza della superficie endoteliale dei capillari 
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per il previo trasporto della proteina matura dall’ap- 
parato di Golgi, è la corretta glicosilazione. La tuni- 
camicina, un antibiotico che inibisce la glicosila- 
zione, provoca la ritenzione dell’enzima inattivo 
nel reticolo endoplasmico dove inizia il processo di 
glicosilazione. 

Di recente acquisizione è il ruolo svolto da 
un’altra proteina, anch’essa localizzata sulla super- 
ficie luminale delle cellule endoteliali dei piccoli 
capillari nel muscolo scheletrico, muscolo cardiaco 
e tessuto adiposo, la ‘“GlycosylPhosphatidyl- 
Inositol-anchored High-density lipoprotein Binding 
Protein 1” (GPIHBPI). Questa proteina facilitereb- 
be l’interazione della LPL con le proteine ricche di 
triacilgliceroli circolanti e che contengono la apo- 
CII, un cofattore essenziale per l’attività dell’enzi- 
ma. 

L’espressione della LPL è maggiore nel musco- 
lo cardiaco che nel tessuto adiposo e nel muscolo 
scheletrico ma, nell’uomo, questi ultimi sono i prin- 
cipali responsabili dell’idrolisi dei trigliceridi dei 
chilomicroni e delle VLDL poiché essi rappresenta- 
no una massa rilevante. 

L’espressione e l’attività della LPL in questi due 
tessuti è regolata fisiologicamente in modo da rifor- 
nirli di acidi grassi a seconda delle necessità ener- 
getiche o, nel tessuto adiposo, per favorire l’accu- 
mulo di trigliceridi. In condizioni di digiuno la LPL 
cardiaca è molto attiva, mentre è pressoché inattiva 
quella del tessuto adiposo. Invece, nello stato di 
buona alimentazione, l’espressione e l’attività del- 
l'enzima aumentano nel tessuto adiposo e diminui- 
scono nel tessuto muscolare scheletrico. 

La regolazione della sintesi e dell’attività della 
LPL è esercitata da meccanismi di controllo sia a li- 
vello dell’espressione che a livello delle modifica- 
zioni post-trascrizionali in maniera tessuto-specifi- 
ca. Ad esempio, l’adrenalina causa un aumento del- 
l’attività della LPL nei cardiomiociti e riduce quel- 
la nel tessuto adiposo dove l’insulina ne causa un 
aumento dell’attività. 

Una volta che l’enzima si venga a trovare anco- 
rato sulla superficie delle cellule endoteliali, è in 
grado di idrolizzare i trigliceridi trasportati dai chi- 
lomicroni e dalle VLDL producendo acidi grassi e 
2-monoacilgliceroli che possono essere captati e 
utilizzati dai tessuti. La LPL intravasale è attivata 
dall’apo C-II e inibita dagli acidi grassi liberi, pro- 
dotti dall’attività della LPL stessa, i quali bloccano 
l’attivazione dell’enzima da parte della apo C-II e 
di conseguenza riducono l’idrolisi dei trigliceridi. 
In tal modo l’idrolisi dei trigliceridi dei chilomicro- 
ni e delle VLDL viene adeguata alla capacità di uti- 
lizzazione degli acidi grassi da parte del tessuto. 


Lipasi epatica (HL). La lipasi epatica (HL) è 
una glicoproteina sintetizzata dagli epatociti e si 
trova legata agli eparansolfato proteoglicani presen- 
ti sulla superficie degli epatociti stessi e delle cellu- 
le endoteliali dei capillari sinusoidi del fegato. La 
proteina enzimatica è principalmente responsabile 
dell’idrolisi dei trigliceridi ancora presenti nelle 
IDL e nei “remnants” dei chilomicroni (vedere in 
seguito). La somministrazione endovenosa di epari- 
na induce distacco della HL dall’endotelio con con- 
seguente aumento della sua attività in circolo, che si 
manifesta con chiarificazione del plasma per disso- 
luzione dei chilomicroni e delle VLDL. Per questo 
l’eparina è stata denominata fattore di chiarificazio- 
ne. SI tratta in ogni modo di un’azione farmacologi- 
ca condivisa da altri glicosaminoglicani solforati. 


Lecitina:colesterolo aciltransferasi (LCAT). 
Questo enzima catalizza il trasferimento di un aci- 
do grasso, generalmente insaturo o poliinsaturo, dal 
C-2 della fosfatidilcolina (lecitina) al colesterolo 
formando 2-lisofosfatidilcolina e esteri del coleste- 
rolo. Gran parte, se non tutto, del colesterolo esteri- 
ficato ematico (i 2/3 del totale) si origina da questa 
reazione. 


lecitina + colesterolo 5 
lisolecitina + colesterolo esterificato 


L’enzima è una glicoproteina di 416 amminoaci- 
di, viene secreta dal fegato, e nel plasma è princi- 
palmente associata alle HDL. Queste contengono 
anche apo A-I e C-I, attivatori della LCAT, e l’asso- 
ciazione di queste due proteine permette la esterifi- 
cazione del colesterolo nelle HDL. 


Il colesterolo di origine epatica viene immesso 
in circolo in forma libera associato alle VLDL e, co- 
me si vedrà più avanti, i tessuti periferici ricevono 
il colesterolo esterificato associato alle LDL. 
Sempre come estere, il colesterolo è trasportato al 
fegato, alla corteccia del surrene e alle gonadi asso- 
ciato alle HDL. Quindi la esterificazione del cole- 
sterolo è una premessa necessaria per la sua fisiolo- 
gica distribuzione ai tessuti. 

Per azione della LCAT 1 fosfolipidi di superficie 
delle HDL formano lisofosfolipidi, che sono trasfe- 
riti sull’albumina, e colesterolo esterificato. 
Quest'ultimo viene in parte trasferito alle VLDL e 
LDL, che lo distribuiscono ai tessuti extraepatici ed 
in parte portato al fegato dalle HDL. L’enzima 
esplica un ruolo centrale nel processo di frasporto 
inverso del colesterolo, cioè nel suo ritorno al fega- 
to dai tessuti extraepatici. 





Trasporto dei lipidi nel sangue: le lipoproteine plasmatiche ® 329 


Proteina per il trasferimento degli esteri del co- 
lesterolo (Cholesterol Esters Transfer Protein, 
CEPT). Questa proteina plasmatica è una delle pro- 
teine che svolgono un ruolo importante nei trasferi- 
menti di lipidi da una lipoproteina ad un’altra. In 
particolare la CEPT svolge un ruolo importante nel 
trasporto degli esteri del colesterolo associati alle 
HDL dai tessuti periferici al fegato. 


Metabolismo dei chilomicroni. I chilomicroni si 
formano nelle cellule dell’intestino tenue, dalle 
quali sono riversati nel sistema linfatico e quindi 
nel sangue, e sono caratterizzati da un elevatissimo 
contenuto in trigliceridi. A causa delle loro dimen- 
sioni che possono raggiungere 500 nm di diametro, 
i chilomicroni sono capaci di diffrangere la luce e 
conferiscono al plasma un aspetto lattescente. La 
loro presenza nel sangue è indice di assorbimento 
intestinale di lipidi e la loro funzione è quella di tra- 
sportare principalmente trigliceridi e colesterolo di 
origine alimentare. 

Il loro rilascio dagli enterociti avviene per esoci- 
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Figura 13.6 Metabolismo dei chilomicroni 





tosi e richiede la presenza della apo B-48. Questa 
apoproteina è così indicata poiché possiede un peso 
molecolare pari a circa il 48% (PM = 246 kDa) del- 
la apo B-100 (PM = 549 kDa), presente in altre lipo- 
proteine, dalla quale differisce per la mancanza del- 
la porzione C-terminale e che è necessaria per l’in- 
terazione con il recettore epatico per le LDL, di cui 
s1 parlerà più avanti. Nella già citata abetalipoprotei- 
nemia, caratterizzata dalla mancata sintesi di questa 
proteina, 1 chilomicroni si accumulano nelle cellule 
intestinali e non sono immessi in circolo. I chilomi- 
croni nascenti contengono anche l’apo A-I, proteina 
attivatrice della lecitina colesterolo aciltransferasi 
(LCATY), la quale viene trasferita alle HDL da cui ri- 
cevono l’apo C-II, attivatore della lipoproteina lipa- 
si (LPL) e l’apo E, necessaria per l’interazione con 
il recettore epatico per le LDL (Fig. 13.6). 
L’acquisizione della apo C-II consente ai chilo- 
microni di interagire con la LPL dell’endotelio dei 
piccoli vasi. Conseguentemente 1 trigliceridi dei 
chilomicroni vengono idrolizzati e rilasciano acidi 
grassi al tessuti. In seguito alla perdita dei triglice- 
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Chilomicroni maturi 







emnants” 


TG: trigliceridi; MG: 2-monoacilgliceroli; C: colesterolo; CE: esteri del colesterolo; FFA: acidi grassi liberi; PL: fosfo- 
lipidi; LDL-R: recettore epatico per le LDL; E: apo-E; A-l: apo A-l. 


330 @ Metabolismo dei lipidi 


ridi i chilomicroni si raggrinzano: i componenti di 
superficie (colesterolo, fosfolipidi e apoproteine), 
diventati eccedenti si staccano, formando le HDL 
discoidali (vedi oltre), e i residui costituiscono i 
“remnants” (chilomicroni secondari). Questi ven- 
gono trasportati al fegato, dove recettori di mem- 
brana degli epatociti interagiscono con l’apo E e il 
complesso remnants-recettore viene internalizzato 
negli epatociti per endocitosi. Le esterasi lisosoma- 
li degli epatociti idrolizzano gli esteri del colestero- 
lo in acidi grassi e colesterolo libero; gli elementi di 
superficie dei “remnants” vengono utilizzati per la 
biosintesi delle HDL. 


VLDL. Il 90% circa delle VLDL è sintetizzato 
nel fegato utilizzando trigliceridi, fosfolipidi e cole- 
sterolo endogeni (lipogenesi epatica) o provenienti 
da acidi grassi o lipidi circolanti captati dagli epato- 
citi; il 10% circa viene sintetizzato nell’intestino 
anche in condizioni di digiuno lipidico. Ciò signifi- 
ca che 1 trigliceridi contenuti nelle VLDL, sintetiz- 
zati ex novo nella cellula intestinale, non sono di 
origine alimentare. 
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Figura 13.7 Metabolismo delle VLDL 


L’ assemblaggio delle VLDL inizia con l’espres- 
sione della apo B-100 che si associa progressiva- 
mente alla componente lipidica mediante il trasferi- 
mento di trigliceridi facilitato da una proteina mi- 
crosomiale (MTTP, Microsomal Triglyceride 
Transfer Protein) e formando aggregati iniziali, 
pre- VLDL. L’ulteriore assunzione di triacilgliceroli 
dà origine alle VLDL nascenti. Queste contengono 
anche piccole quantità di apo E e apo C-III oltre al- 
l’apo B-100. L’apo C-III sembra partecipare all’as- 
semblaggio delle VLDL e inoltre esercita un effetto 
inibitorio sulla lipasi epatica e sulla lipoproteina li- 
pasi quindi riducendo l’idrolisi dei trigliceridi pre- 
senti nelle VLDL nascenti. Pertanto l’over-espres- 
sione dell’apo C-III e/o la sua più prolungata per- 
manenza in associazione con la LDL è considerata 
un fattore di rischio per le patologie cardiovascola- 
ri. Una volta in circolo le VLDL si arricchiscono di 
apo C-II e apo E, che ricevono dalle HDL. La pri- 
ma di queste apoproteine conferisce alle VLDL la 
possibilità di attivare la LPL, e l’altra permetterà la 
captazione delle IDL e LDL da parte del fegato 
(Fig. 13.7). 


Plasma 





TG: trigliceridi; MG: 2-monoacilgliceroli; C: colesterolo; CE: esteri del colesterolo; PL: fosfolipidi; LDL-R: recettore per 
le LDL; MTTP: proteina microsomiale per il trasferimento dei trigliceridi; FFA: acidi grassi liberi; A-I, B-100, C-II, E: 


corrispondenti apolipoproteine. 
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Il metabolismo delle VLDL è simile a quello dei 
chilomicroni . Per azione della lipoproteina lipasi le 
VLDL perdono buona parte dei trigliceridi (1 cui 
acidi grassi sono assunti in prevalenza dal tessuto 
adiposo). I componenti di superficie (fosfolipidi, 
colesterolo libero e apo C e E), divenuti in tal mo- 
do eccedenti, vengono trasferiti alle HDL. Nel con- 
tempo, le VLDL acquisiscono dalle stesse HDL co- 
lesterolo esterificato. 

Come conseguenza di questi processi le VLDL 
sono trasformate prima in IDL e quindi in LDL. 
Normalmente la velocità di conversione delle IDL in 
LDL è molto elevata e per questo le IDL si riscon- 
trano nel sangue solo in piccola concentrazione. 

L’interazione delle VLDL con la lipoproteina li- 
pasi è meno efficiente di quanto lo sia quella dei 
chilomicroni. Si spiega così perché l’emivita delle 
VLDL nel sangue circolante dell’uomo sia molto 
più lunga (1-3 ore) di quella dei chilomicroni (4-5 
minuti). 

Come 1 chilomicroni, anche le VLDL vengono 
secrete dalle cellule intestinali ed epatiche per eso- 
citosi (negli spazi di Disse nel fegato). Il loro rila- 
scio è condizionato dalla presenza della apo B-100. 
Infatti nella aberalipoproteinemia anche le VLDL 
non vengono secrete in circolo. 

Un ruolo importante nella regolazione del meta- 
bolismo delle VLDL, e di conseguenza i livelli dei 
triacilgliceroli circolanti, è svolto dal fattore di tra- 


scrizione attivato da lipidi PPARO (Perossisomal * 


Proliferator-Activator Receptor @&) che governa l’e- 
spressione di numerosi geni implicati in diversi pro- 
cessi metabolici. L’attivazione di PPARO riduce i 
livelli di triacilgliceroli circolanti diminuendo l’e- 
spressione di proteine, enzimatiche e non, implica- 
te nella loro sintesi epatica e aumentando l’espres- 
sione di geni che facilitano l’idrolisi LPL-mediata 
dei trigliceridi presenti nelle VLDL. Per questo mo- 
tivo la PPARO è un bersaglio di molecole farmaco- 
logiche, come 1 fibrati, che sono utilizzati per ridur- 
re 1 livelli di lipidi circolanti. 


LDL. Le LDL sono il prodotto del metabolismo 
intravasale delle VLDL, e sono fondamentalmente 
adibite al trasporto del colesterolo esterificato ai 
tessuti. Nel corso del processo di formazione delle 
LDL da parte delle VLDL, il colesterolo è esterifi- 
cato principalmente con acidi grassi poliinsaturi 
(acido linoleico e acido linolenico), il che rende, tra 
l’altro, le LDL suscettibili di andare incontro a pro- 
cessi di lipoperossidazione da radicali liberi. Il tra- 
sporto del colesterolo così esterificato è essenziale, 
in quanto in alcuni tessuti la richiesta di colesterolo 
può eccedere la capacità di biosintetizzarlo in situ 
nella misura adeguata; inoltre esso costituisce la 


modalità attraverso la quale gli acidi grassi linolei- 
co e linolenico, che sono essenziali, vengono distri- 
buiti alle cellule periferiche. Fra le cellule che più 
frequentemente ed abbondantemente richiedono 
apporto di colesterolo — trasportato appunto dalle 
LDL — figurano quelle della corteccia surrenale e 
degli altri organi produttori degli ormoni steroidei e 
le cellule nello stato di rapida proliferazione. Anche 
le cellule epatiche hanno la capacità di assumere 
LDL. 

Le LDL entrano nelle cellule, alle quali traspor- 
tano il colesterolo, per endocitosi mediata da recet- 
tori. I recettori delle LDL sono glicoproteine com- 
poste da 839 amminoacidi, protrudenti con la por- 
zione maggiore della loro molecola verso l’esterno 
(Fig. 13.8). 
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Figura 13.8 Struttura del recettore delle LDL 


La struttura comprende cinque porzioni, così suddivise, a 
partire dall’estremità N-terminale: la porzione contenen- 
te il sito di legame con la LDL; la porzione omologa al 
precursore del fattore di crescita delle cellule dell’epider- 
mide (EGF), portante alcune catene oligosaccaridiche 
(N-legate); la porzione ricca di catene saccaridiche O-le- 
gate; la porzione transmembrana; la porzione citopla- 
smatica con l'estremità C-terminale. 
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Figura 13.9 Destino metabolico delle LDL nei fi- 
broblasti. 


Le LDL, riconosciute dagli specifici recettori di membra- 


na, vi si legano ed il complesso “LDL recettore” viene in- 
ternalizzato nel fibroblasto. Per azione delle idrolasi liso- 
somali le proteine delle LDL e del recettore vengono idro- 
lizzate negli amino acidi costituenti ed il colesterolo este- 
rificato in colesterolo + acido grasso. Il colesterolo libe- 
ro, viene incorporato nella membrana plasmatica e utiliz- 
zato per sintesi speciali (ad es. ormoni steroidei). Un ec- 
cesso di colesterolo libero, oltre ad inibire l’attività della 
HMG-CoA riduttasi e quindi la formazione di colesterolo 
endogeno, inibisce la formazione di nuovi recettori per le 
LDL, e quindi l'assunzione di nuove LDL. l'eccesso di co- 
lesterolo viene rimosso dalle HDL che, grazie alla apo E 
in esse contenuta, sono riconosciute da specifici recetto- 
ri di membrana. 


Questi recettori non sono uniformemente distri- 
buiti sulla superficie della membrana cellulare ma 
sono concentrati in corrispondenza di invaginazioni 
della membrana denominate “coated pits” o “fos- 
sette rivestite”, in quanto tappezzate da una protei- 
na denominata c/atrina. Si tratta di una proteina fi- 
brosa polimerizzata a forma di canestro. I recettori 
riconoscono la apo B-100, presente nelle LDL, e vi 
si legano formando un complesso “LDL-recettore”. 
Questo viene avvolto dalla clatrina ed internalizza- 
to nella cellula in forma di vescicola rivestita (Fig. 
13.9). Entro la cellula, il complesso LDL-rcettore 
perde il rivestimento di clatrina, per azione di un 
enzima che la depolimerizza. Ciò permette la disso- 
ciazione del complesso e 1 recettori ritornano sulla 
superficie delle fossette per ripetere l’operazione 
con altre LDL. Nel corso della sua vita, che è di cir- 
ca 20 ore, un recettore compie un viaggio di andata 
e ritorno ogni 10-20 minuti per un totale di centi- 
naia di cicli. Ciò che rimane delle vescicole entra 
nei lisosomi dove i componenti vengono idrolizzati 
dalle potenti idrolasi lisosomiali. In particolare, le 
apo B-100 sono idrolizzate da proteasi nei loro am- 


minoacidi, gli esteri del colesterolo sono idrolizzati 
dalla colesterolo-esterasi in colesterolo libero ed 
acidi grassi e le i trigliceridi sono idrolizzati in aci- 
di grassi e glicerolo. Questi prodotti sono messi a 
disposizione della cellula e utilizzati per vari pro- 
cessi a seconda del tipo cellulare e delle sue funzio- 
ni. In ogni caso, l’aumentata concentrazione di co- 
lesterolo inibisce la biosintesi del colesterolo endo- 
geno tramite la inibizione della HMG-CoA 
riduttasi, enzima che come si vedrà più avanti ne 
catalizza la tappa limitante. L’eccesso di colestero- 
lo cellulare inibisce anche la sintesi dei recettori 
delle LDL, tramite il blocco della sintesi dei relati- 
vi mRNA, riducendo la capacità di captazione del- 
le LDL da parte delle cellule. L'eventuale eccesso 
di colesterolo viene rimosso dalle HDL che lo ri- 
portano al fegato (colesterolo di ritorno). 

Si è ritenuto che un elevato livello ematico di 
LDL sia causa di lesioni ateromatose delle arterie. 
Questa opinione è confortata dalla circostanza che 
le placche ateromatose sono ricche di colesterolo 
esterificato e di apo B-100, cioè dei componenti 
delle LDL. E però ora accertato che le placche ate- 
romatose contengono colesterolo esterificato con 
acidi grassi modificati da processi di perossidazio- 


‘ne. Questa modificazione impedisce un corretto 


metabolismo delle LDL le quali non possono inte- 
ragire con il proprio recettore e vengono invece ac- 
cumulate entro i macrofagi che diventano ‘cellule 
schiumose”. Questo evento contribuisce alla depo- 
sizione del colesterolo nella parete vasale e rappre- 
senta una concausa nella formazione delle placche 
ateromatose. 
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Figrua 13.10a Derivazione delle HDL dai chilo- 
microni 


Trasporto dei lipidi nel sangue: le lipoproteine plasmatiche ® 333 





intestino gt 


E alli Va I 


LA 


? 
! Chilomicroni | 
\ 


Figura 13.10b Metabolismo delle HDL 
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Co = Colesterolo libero; CoE = colesterolo esterificato; LCAT = lecitina: colesterolo acil-transferasi. 


HDL. Le HDL vengono sintetizzate in forma 
‘nascente’ dal fegato e dall’intestino; in parte si 
formano anche nel catabolismo dei chilomicroni 
(Fig. 13.10a). Le HDL nascenti hanno forma discoi- 
dale con i fosfolipidi disposti a doppio strato. In tut- 
te le HDL i componenti lipidici prevalenti sono co- 
lesterolo libero e fosfolipidi; i componenti apopro- 
teici differiscono invece secondo la provenienza 
delle HDL. Il colesterolo libero presente nelle HDL 
nascenti viene esterificato per azione della 
lecitina:colesterolo acil-transferasi (LCAT); con- 
temporaneamente le HDL nascenti discoidali si tra- 
sformano in HDL sferoidali (HDL;, HDL, e HDL;) 
(Fig. 13.10b). 

Durante questa trasformazione parte del coleste- 
rolo esterificato è trasferito alle VLDL, mentre nuo- 
vo colesterolo libero è ceduto alle HDL dai tessuti 
periferici e dalle stesse VLDL (Fig. 13.8). Le HDL, 
che provengono dall’intestino si trasformano in 
HDL; per acquisizione di componenti (in particola- 
re apo C) derivanti dai chilomicroni. 


Il processo più significativo che si svolge nelle 
HDL è la esterificazione del colesterolo libero, ce- 
duto dai tessuti periferici e dalle VLDL, in coleste- 
rolo esterificato, che viene poi portato prevalente- 
mente al fegato ed alle surrenali. Questo processo, 
catalizzato dalla lecitina colesterolo acil-transferasi 
(LCATY), è favorito dalla circostanza che gli esteri 
del colesterolo, man mano che si formano, si spo- 
stano all’interno delle HDL creando un “gradiente”, 
che consente l’ulteriore trasferimento di colesterolo 
libero dai tessuti periferici e dalle VLDL alla super- 
ficie delle HDL. Un elevato contenuto ematico di 
HDL è oggi considerato, in base ad indagini epide- 
miologiche, indice di salvaguardia contro il rischio 
di episodi dovuti a processi ateromatosi delle arte- 
rie (infarto del miocardio, ictus cerebrale ecc.). 
Un’elevata concentrazione plasmatica di HDL indi- 
cherebbe infatti che il sistema di rimozione del co- 
lesterolo dai tessuti periferici è efficientemente ope- 
rante. I dati più significativi che fanno attribuire al- 
le HDL un’azione anti-ateromatosa sono: 1) le don- 
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ne, che hanno un più elevato livello ematico di 
HDL, una più bassa concentrazione di trigliceridi 
(VLDL) ed una più elevata attività della lipoprotei- 
na lipasi, sono meno suscettibili dei maschi all’evo- 
luzione arteriosclerotica; 2) nei diabetici non tratta- 
ti, che presentano una più bassa concentrazione di 
HDL, una più elevata concentrazione di LDL ed 
una più ridotta attività della lipoproteina lipasi, le 
complicazioni arteriosclerotiche sono molto più fre- 
quenti. 


Macrofagi, cellule “scavenger” o spazzine. I 
macrofagi, presenti nel sistema reticolo endoteliale, 
svolgono il ruolo importante di assumere dal circo- 
lo lipoproteine, particolarmente LDL, provvedendo 
alla degradazione dei loro componenti e alla idroli- 
si degli esteri del colesterolo. Sono pertanto anche 
denominate, per questa funzione e con particolare 
riferimento al colesterolo, cellule scavenger 0 spaz- 
zine. Si è già accennato al loro coinvolgimento nel- 
la formazione della placca ateromatosa, allorchè le 
LDL vadano incontro a perossidazione. 


Ipercolesterolemia familiare. È una delle più 
comuni malattie genetiche dovuta a carenza o ano- 
malie dei recettori delle LDL. È caratterizzata da 
elevata concentrazione di colesterolo nel sangue e 
diffusa aterosclerosi (formazione di placche atero- 
matose sull’intima delle arterie) che porta ad una 
morte in età precoce. In alcuni omozigoti i recetto- 
ri non sono espressi per niente; in altri sono espres- 
sì, ma con mutazioni nella sequenza degli ammi- 
noacidi, che li rendono incapaci di legare le LDL, in 
altri infine i recettori sono normalmente espressi, 
ma invece di concentrarsi nelle fossette rivestite si 
distribuiscono su tutta la superficie cellulare, sop- 
primendo la possibilità della successiva endocitosi. 

Farmaci o condizioni che determinano diminu- 
zione della concentrazione delle LDL nel sangue 
fanno diminuire il rischio di lesioni ateroscleroti- 
che. Per esempio, un aumento del numero dei recet- 
tori per le LDL facilita l'ingresso delle LDL nelle 
cellule ed il loro metabolismo con conseguente di- 
minuzione del loro contenuto nel sangue. Un au- 
mento dei recettori per le LDL può essere ottenuto 
con l’impiego di farmaci che rallentano la biosinte- 
si del colesterolo endogeno per inibizione della 
HMG-COA riduttasi. La diminuzione del colestero- 
lo endogeno facilita la formazione di nuovi recetto- 
ri per le LDL. Il sangue di soggetti normali contie- 
ne piccole quantità di LP(a), una variante delle 
LDL, caratterizzata dalla presenza di una apo B 
contenente un ponte disolfuro (detta apo (a)). 
Un’elevazione dei livelli di LP(a) è associata ad un 
aumentato rischio di malattia aterosclerotica. 


Albumina. Gli acidi grassi non esterificati (NE- 
FA), o acidi grassi liberi (FFA), provenienti per la 
gran parte dal tessuto adiposo in seguito a idrolisi 
dei trigliceridi di deposito, sono trasportati nel san- 
gue legati all’albumina, che può considerarsi il loro 
“carrier” (carrier non specifico in quanto l’albumi- 
na trasporta anche altre sostanze). L’albumina pos- 
siede numerosi siti di legame con differente affinità 
per gli acidi grassi liberi. Dato il rapido turnover dei 
NEFA questi siti non sono mai occupati completa- 
mente. I NEFA ematici sono destinati ai muscoli 
scheletrici e cardiaco che li ossidano e, quando so- 
no in eccesso, vengono captati dal fegato che li uti- 
lizza per la sintesi di trigliceridi e per la formazione 
delle VLDL. La concentrazione degli acidi grassi li- 
beri del sangue aumenta nel digiuno a significare la 
loro effettiva provenienza dal tessuto adiposo. Il lo- 
ro trasporto dal sangue nelle cellule dei tessuti che 
li utilizzano avviene per semplice diffusione secon- 
do gradiente; questo tende ad essere mantenuto an- 
che dalla presenza nelle cellule di proteine (vedi 
FABP della cellula intestinale) che, analogamente 
all’albumina, legano con elevata affinità gli acidi 
grassi liberi, diminuendone la concentrazione allo 
stato libero e prevenendo la formazione di micelle 


+ che avrebbero, per il loro potere tensioattivo, azio- 


ne deleteria sulle strutture cellulari. 

Mancanza completa di albumina del sangue si 
verifica in una rara malattia congenita, la ana/bumi- 
nemia. Nonostante l’importante funzione dell’albu- 
mina, le manifestazioni di questa malattia sono 
molto blande. Evidentemente l’elevato livello dei 
trigliceridi plasmatici sopperisce, in parte, alla di- 
stribuzione degli acidi grassi ai tessuti tramite la li- 
poproteina lipasi. 


Separazione delle lipoproteine 
plasmatiche 


Frazionamento in base alla densità. Le lipopro- 
teine plasmatiche di differenziano per la diversa 
densità causata dal differente contenuto di compo- 
nenti lipidici rispetto al contenuto proteico. Le va- 
rie classi delle lipoproteine possono essere quindi 
separate sulla base della differenza delle loro densi- 
tà relative. Pertanto, sottoponendo il plasma ad ul- 
tracentrifugazione in una soluzione di NaCl a den- 
sità nota (1,063), le frazioni lipoproteiche dotate di 
densità superiore (es. le HDL) sedimentano, migra- 
no cioè verso il fondo della provetta, mentre quelle 
dotate di densità inferiore (chilomicroni, VLDL e 
LDL) flottano, migrano cioè verso la superficie e 
tanto più velocemente quanto minore è la loro den- 
sità. La denominazione delle varie classi di lipopro- 
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Figura 13.11 Separazione delle lipoproteine del plasma mediante elettroforesi su gel di agarosio 


(pH 8,4) 


A: Lipidogramma (a digiuno) normale e di soggetti affetti da dislipidemia di tipo I, Il, Ilp, IV e V; B: Lipidogramma di 
soggetti con aumento o diminuzione relativa di HDL, e quindi con più basso o più alto rischio aterosclerotico, e di un 
soggetto con colestasi ed accumulo della lipoproteina LP-X. a.-LP B-LP pre-B-LP = a-lipoproteina, B-lipoproteina e pre 


B-lipoproteina; CHILO = chilomicroni. 


teine (VLDL, IDL, LDL, HDL) deriva appunto dal- 
la densità che le caratterizza. 


Separazione elettroforetica. Una rapida separa- 
zione delle lipoproteine del plasma si può ottenere 
per elettroforesi su carta, o meglio su gel di agaro- 
sio a pH 8,4. La mobilità elettroforetica delle varie 
lipoproteine dipende dalla loro carica elettrica, dal- 
la loro massa e dal tipo di supporto utilizzato per la 
separazione elettroforetica. Le HDL migrano più 
velocemente verso il polo positivo, seguite dalle 
VLDL e dalle LDL; i chilomicroni rimangono inve- 
ce fermi sulla zona di applicazione del plasma. A 
corsa elettroforetica effettuata, le frazioni lipopro- 
teiche vengono evidenziate mediante coloranti dei 
lipidi (Fig. 13.11). Per la praticità del procedimento 
la separazione elettroforetica delle lipoproteine del 
plasma viene effettuata di routine a scopo diagno- 
stico. La Tabella 13.III riporta il contenuto normale 
di lipidi e di lipoproteine del plasma umano. 


Iperlipoproteinemie 


Sono malattie causate da difetti, generalmente 
congeniti, che riguardano la formazione delle lipo- 
proteine plasmatiche e che sono causa di alterazio- 
ni strutturali e funzionali e che si manifestano con 
variazioni nella concentrazione plasmatica di alcu- 
ne di esse a seconda della tipo di deficit. 


Tipo I, o iperchilomicronemia. In questa rara 
malattia autosomale recessiva la concentrazione dei 
chilomicroni nel plasma rimane elevata anche dopo 
24 ore dall’assunzione di un pasto lipidico. Per l’ac- 
cumulo dei chilomicroni, il plasma diventa latte- 
scente ed il suo contenuto in trigliceridi può rag- 
giungere valori elevatissimi (fino a 10.000 mg/100 
ml). Inoltre la somministrazione di eparina non 
“chiarifica” il sangue. I pazienti soffrono di dolori 
addominali e presentano epatosplenomegalia e xan- 
tomatosi (deposito di lipidi pigmentati sotto la pel- 
le e nei tendini). 
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Tabella 13.III 


Contenuto medio di lipidi e di lipoproteine del plasma 
umano. 


La eziologia è riferibile ad un difetto congenito 
della apo C-II, V’attivatore della lipoproteina lipasi. 

La terapia consiste nella totale eliminazione dei 
trigliceridi dalla dieta e nella loro sostituzione con 
trigliceridi contenenti acidi grassi a media catena. 
Questi non sono utilizzati per la sintesi intestinale 
dei trigliceridi necessari per la formazione di chilo- 
microni in quanto sono direttamente riversati in cir- 
colo. 


Tipo II, o iperbetalipoproteinemia. È distingui- 
bile in due sottotipi: tipo Ila e tipo IIb. In entrambi 
vi è un notevole incremento delle LDL e nel tipo IIb 
anche delle VLDL. Entrambi i tipi sono riferibili ad 
assenza dei recettori per le LDL nelle cellule peri- 
feriche. Le LDL non potendo essere catabolizzate, 
salvo che per la quota affidata alla fagocitosi, si ac- 
cumulano nel plasma determinando, fra l’altro, una 
elevata ipercolesterolemia (colesterolemia > 400 
mg/100 ml); ne consegue aterosclerosi prematura e 
xantomatosi. Il trattamento terapeutico consiste nel- 
la drastica riduzione dell’apporto dietetico di cole- 
sterolo. 





Tipo INI o “broad beta”. È una rara malattia ge- 
netica, caratterizzata da accumulo nel sangue dei 
“remnants” dei chilomicroni e delle LDL, che nella 
separazione elettroforetica delle lipoproteine si fon- 
dono in un’ampia (“broad”) banda in posizione f}. 
La malattia viene attribuita ad una mutazione del 
gene che codifica la apo E, per cui i prodotti del 
metabolismo dei chilomicroni (remnants) e delle 
VLDL (LDL) diventano incapaci di legarsi ai recet- 
tori epatici e si accumulano nel sangue. Si ha di 
conseguenza ipertrigliceridemia ed ipercolesterole- 
mia. 

In questa malattia è indicata l’abolizione dei 
grassi nella dieta. 


Tipo IV o iperprebetalipoproteinemia. È una 
malattia molto comune, caratterizzata da aumento 
delle VLDL (LDL e chilomicroni sono invece nella 
norma). E attribuibile ad aumentata sintesi di trigli- 
ceridi nel fegato. Può essere di origine familiare, o 
accompagnarsi ad alcoolismo, diabete, ipertiroidi- 
smo, o semplicemente ad iperalimentazione gluci- 
dica. Questa dislipemia conduce a prematura atero- 
sclerosi, diminuita tolleranza al glucosio e pancrea- 
tite. La terapia consiste nell’abolizione del saccaro- 
s10, dei lipidi saturi e del colesterolo dalla dieta. 


Tipo V o chilomicronemia. È una malattia piut- 
tosto rara, caratterizzata da elevata concentrazione 
plasmatica dei chilomicroni e delle VLDL e da di- 
minuita tolleranza ai glucidi. L’accumulo dei chilo- 
microni e delle VLDL è attribuibile ad inibizione 
del loro metabolismo (vedi anche tipo 1). Il tipo V 
si distingue tuttavia dal tipo I per essere sensibile 
alla eparina che è, questa volta, capace di “chiarifi- 
care” il sangue. La malattia si associa generalmen- 
te ad obesità e è curata con una oculata restrizione 
calorica nella dieta. 

Oltre a queste dislipoproteinemie codificate nel- 
la classificazione di Fredrickson (Tabella 13.IV) 
vanno ricordati: 


x 


Il morbo di Tangier o analfalipoproteinemia. E 
una rara malattia caratterizzata da un contenuto 
molto basso di HDL per difetto di apo A-I ed un ele- 
vato contenuto di colesterolo che, accumulandosi 
nell’intima delle arterie, induce aterosclerosi. E an- 
che per questa costante associazione “elevato cole- 
sterolo-basse HDL” che si attribuisce alle HDL il 
trasporto del colesterolo dalla periferia al fegato. 
Nel morbo di Tangier vi è anche un elevato conte- 
nuto di VLDL e di chilomicroni, legato a difetto di 
apo C-II, l’attivatore della lipoproteina lipasi. 


Lipoproteina X. L’ostruzione delle vie biliari in- 
duce l’accumulo nel plasma di una lipoproteina 
anomala detta lipoproteina X (LP-X), che in elettro- 
foresi migra insieme con le LDL, dalle quali può es- 
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Tabella 13.IV 


Classificazione delle dislipemie primarie secondo Fredrickson. 
















i. 


Adulti e bambini 





| ricettori per le LDL. 
I Comune. 


i Adulti e bambini 


IV | Adulti 










VIDL. 


7) 







Adulti e bambini 


microni. Rara 


sere tuttavia separata per ultracentrifugazione. La, 


LP-X ha la struttura di un liposoma unilamellare 
costituito da fosfolipidi, colesterolo non esterifica- 
to, apo C, sali biliari e albumina. Si forma nei cana- 
licoli biliari dai quali viene secreta nel sangue in ca- 
so di ostruzione delle vie biliari. 


Più frequenti delle dislipemie primarie sono 
quelle acquisite per una varietà di fattori che in ge- 
nere svelano tuttavia una predisposizione genetica. 
Un aumento delle VLDL si può avere, ad esempio, 
in seguito ad iperalimentazione od introduzione ec- 
cessiva di fruttosio e alcool. Aumento delle LDL 
può conseguire ad eccessiva introduzione di cole- 
sterolo, o può accompagnarsi a nefrosi o a colesta- 
si. A differenza di quelle primarie, le dislipemie ac- 
quisite, in genere transitorie, sono controllabili me- 
diante dieta adatta. 


Indirizzi terapeutici e profilattici 
delle dislipidemie 


In base alle nozioni ancora imperfette della bio- 
chimica delle lipoproteine ed ai risultati di indagini 
epidemiologiche, le misure terapeutiche e profilat- 
tiche delle dislipemie si propongono di abbassare, o 


Chilomicronemia a digiuno per mancanza 
della lipoproteina lipasi. Rara. 


Ipercolesterolemia familiare per mancanza dei 


Iperlipemia mista. Alto contenuto di LDL e 


Disbetalipoproteinemia o “broad 
beta”. Permanenza nel plasma dei 
remnants” dei chilomicroni. Rara. 


Prebeta-iperlipoproteinemia. Elevato livello 
delle VLDL e LDL. Comune. 


Lipemia mista. Elevato livello di VLDL e chilo- 


A: notevole aumento; 4: leggero aumento; —: nessun aumento. 
















mantenere basse, le VLDL e le LDL e di innalzare, 
o mantenere elevate, le HDL. Si tende cioè a ridur- 
re i trigliceridi plasmatici associati alle VLDL ed il 
colesterolo associato alle LDL e ad innalzare il co- 
lesterolo associato alle HDL. 

La riduzione delle VLDL può essere ottenuta o 
diminuendone la sintesi da parte del fegato od in- 
crementandone il catabolismo intravasale. Una di- 
minuzione della sintesi epatica delle VLDL e con- 
seguentemente delle LDL in circolo, da cui esse de- 
rivano, viene esplicata dall’acido nicotinico con 
meccanismo ancora non noto. Un incremento del 
catabolismo delle VLDL e dei chilomicroni viene 
indotto dall’esercizio fisico che, aumentando la 0s- 
sidazione degli acidi grassi e quindi la demolizione 
dei trigliceridi a livello muscolare, determina una 
riduzione delle VLDL e dei chilomicroni e favori- 
sce nel contempo la formazione delle HDL, prodot- 
to del catabolismo dei chilomicroni. Analoga azio- 
ne viene attribuita alla carnitina, in quanto stimo- 
lando l’utilizzazione ossidativa degli acidi grassi da 
parte del muscolo cardiaco e scheletrico, favorisce 
lo smaltimento dei trigliceridi delle VLDL e dei 
chilomicroni e l’incremento delle HDL. Anche l’in- 
sulina, stimolando la sintesi della lipoproteina lipa- 
si, determina gli stessi effetti. 
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UTILIZZAZIONE METABOLICA 
DEGLI ACIDI GRASSI 


| trigliceridi come fonte di acidi 
grassi ossidabili 


I trigliceridi sia di origine esogena, trasportati ai 
tessuti dai chilomicroni, sia di origine epatica, tra- 
sportati dalle VLDL, sono una importante risorsa 
per la produzione di energia nei tessuti periferici 
nelle condizioni di buona alimentazione. Nelle stes- 
se condizioni, parte degli acidi grassi sono anche de- 
positati nei trigliceridi del tessuto adiposo per esse- 
re poi mobilizzati e rimessi in circolo durante il di- 
giuno al fine di rifornire i tessuti di un substrato 0s- 
sidabile per far fronte alle loro necessità energetiche. 
Pertanto, i trigliceridi sono in ogni modo una fonte 
importante di materiale per i processi ossidativi che 
producono l’energia necessaria per le funzioni delle 
cellule che possono utilizzare gli acidi grassi a tale 
scopo. Esiste così una notevole analogia di funzione 
fra glicogeno del fegato e trigliceridi del tessuto adi- 
poso: entrambi, su segnalazione proveniente da altri 
tessuti, rilasciano al sangue i loro prodotti di idroli- 
sI, glucosio ed acidi grassi rispettivamente, nelle 
quantità richieste dalla situazione metabolica gene- 
rale e dallo stato nutrizionale. 


Utilizzazione ossidativa degli acidi 
Grassi 


L’elevata energia contenuta negli acidi grassi, 
che fornisce il 30% dell’energia richiesta dall’orga- 
nismo umano, è prodotta, e resa disponibile per le 
necessità cellulari, principalmente in seguito al pro- 
cesso di demolizione ossidativa noto come f-ossi- 
dazione mitocondriale. Questo processo porta alla 
produzione graduale di molecole di acetil-CoA, il 
cui numero dipende dalla lunghezza della catena 
dell’acido grasso, e di coenzimi ridotti dalla cui ri- 
ossidazione nella catena respiratoria mitocondriale 
deriva l’energia necessaria per la produzione di 
ATP. La denominazione f-ossidazione indica che 
l'ossidazione riguarda il C in posizione f} (rispetto 
al gruppo carbossilico) dell’acile, che porta poi al 
distacco di una molecola di acetil-CoA conseguen- 
te alla rottura del legame tra gli atomi di C o e B. 
Per esempio una molecola di ottanoil-CoA in tre 
successivi processi di }-ossidazione viene demolita 
in 4 molecole di acetil-CoA: 


Ba 0 
CHy- CH, CHy-CHy-CHp-CHy—CHy-C 
ottanoil-CoA SCOA 
CoA-SH 
Ze 20 
CHz CH, -CHy-CHp-CH,-Gy + CHy C° 
SCOA SCoOA 
esanoil-CoA acetil-CoA 
CoA-SH 
CH,- CH,-CH, - CT + CH CC 
butirril-CoA 0A SA 
acetil-CoA 
CoA-SH 
O 
AE, 
2 CHg= CC 
SCOA 
acetil-CoA 


Attivazione degli acidi grassi 


Nelle condizioni cellulari, gli acidi grassi sono 
scarsamente reattivi e per qualsiasi loro utilizzazio- 
ne metabolica devono andare incontro ad un pro- 
cesso di attivazione che porta alla formazione dei 
rispettivi tioesteri (acil-S-CoA). La reazione è cata- 
lizzata dalle acil-CoA sintetasi, note anche come 
acil-CoA ligasi. 

Il legame tioestereo fra acile e CoA ha un’eleva- 
ta energia libera d’idrolisi (AG’° = —-7,5 kcal/ mole) 
e pertanto per la sua formazione è necessario un ap- 
porto energetico dall’ ATP che si trasforma in AMP 
e pirofosfato inorganico (PPi). La reazione è resa 
altamente irreversibile nelle condizioni cellulari 
poiche il PPi viene subito idrolizzato da una pirofo- 
sfatasi in due molecole di fosfato inorganico. La 
reazione d’attivazione avviene in due tappe: nella 
prima l’acido grasso reagisce con l’ATP formando 
un legame anidridico tra il C del carbossile e il fo- 
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Figura 13.12 Attivazione degli acidi grassi per azione della acil-CoA sintetasi 


sfato &. dell'ATP. Si forma così l’intermedio acila- 
denilato e PPi. Nella seconda tappa l’acile, così at- 
tivato, viene trasferito dall’AMP al CoA formando 
Il tioestere (Fig. 13.12 ). 


La reazione complessiva è: 


Acido grasso + ATP +CoA-SH è Acil-S-CoA + 
AMP + 2 Pi (AG”° = -34 kJ/mole) 


Sono note tre acil-CoA sintetasi: la aceti/-CoA 
sintetasi che attiva acetato e propionato, la dutirril- 
CoA sintetasi, o sintetasi degli acidi grassi a media 
catena, che attiva acidi grassi con catena fra 4 e 10 
C e la acil-CoA sintetasi, o sintetasi degli acidi 
grassi a lunga catena, che attiva gli acidi grassi con 
catena contenente più di 10 C. Le prime due sinte- 
tasi hanno sede intramitocondriale, la terza è loca- 
lizzata nel reticolo endoplasmatico e nella membra- 
na esterna dei mitocondri. 


Trasporto degli acili attraverso la 
membrana interna dei mitocondri: 
funzione della carnitina 


L’ossidazione degli acidi grassi a lunga catena 
avviene nella matrice mitocondriale, mentre la loro 
trasformazione ad acil-CoA avviene in comparti 
cellulari extramitocondriali a livello del reticolo en- 
doplasmatico o sulla superficie della membrana mi- 
tocondriale esterna. Poiché la membrana mitocon- 
driale interna è impermeabile agli acil-CoA questi 
vengono trasferiti all’interno del mitocondrio utiliz- 


zando un sistema di trasporto nel quale ha un ruolo 
importante la carnitina: 


f 
CHeN_CH, — GH_CH, — 000” 
CH3 OH 


La carnitina è uno zwitterione che è sintetizzata 
nei mammiferi a partire da due amino acidi: lisina e 
metionina. E presente in quantità più o meno eleva- 
te negli alimenti di origine animale ed in misura mi- 
nore in quelli di origine vegetale. 

Il sistema di trasporto, che permette un rispar- 
mio energetico in termini di ATP, consiste di tre tap- 
pe (Fig. 13.13): 


1) trasferimento dell’acili a lunga catena dal co- 
enzima A alla carnitina catalizzato dalla carnitina 
palmitoiltransferasi I (CPT 1) localizzata sul super- 
ficie della membrana mitocondriale esterna che si 
affaccia nello spazio intermembrana; 


R-CO + SCOA (citoplasmatici) + Carnitina >? 
R-CO + Carnitina + CoA-SH 


2) trasporto delle acil-carnitine attraverso la 
membrana mitocondriale interna mediante un tra- 
sportatore, carnitina/acilcarnitina translocasi. 
Questo è un antiporto che contemporaneamente 
permette il passaggio delle acilcarnitine dallo spa- 
zio intermembrana alla matrice mitocondriale e 
quello della carnitina in direzione opposta; 


3) trasferimento dell’acile dall’acilcarnitina al 
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Figura 13.13 Trasporto degli acili nel mitocondrio 





CPT = carnitina palmitoil transferasi. 


CoA-SH (pool mitocondriale) mediante l’azione 
della carnitina palmitoiltransferasi HI (CPT Il) lo- 
calizzata sulla superficie della membrana mitocon- 
driale interna che si affaccia verso la matrice. 


R-CO + Carnitina + CoA-SH 3 
R-CO + SCOA (mitocondriali) + Carnitina 


Questo sistema di trasporto degli acili permette 
di mantenere separati il “pool” di CoA extramito- 
condriale da quello intramitocondriale consideran- 
do che la membrana mitocondriale interna è imper- 
meabile al CoA. Così il pool citosolico è impiegato 
per la biosintesi degli acidi grassi e del colesterolo 
mentre quello mitocondriale serve per la ossidazio- 
ne degli acidi grassi, del piruvato e di alcuni amino 
acidi. Anche 1 pool di carnitina intra- ed extra-mito- 
condriale rimangono costanti nonostante che la car- 
nitina sia in grado di attraversare la membrana mi- 
tocondriale. 

Il sistema ‘carnitina dipendente” per il trasferi- 
mento degli acili dal citosol alla matrice mitocon- 
driale è sottoposto ad una regolazione che tiene 
conto delle necessità metaboliche delle cellule. 
Come spesso accade, l’attività del primo enzima del 
processo è quello su cui si effettua la regolazione 
più importante. In questo caso, l’enzima più regola- 
to è la carnitina palmitoil trasferasi I. L'attività del- 
l'enzima è inibita dai livelli citosolici di ma/oni/- 
CoA, che come vedremo più avanti è il primo inter- 
medio della sintesi ex novo degli acidi grassi nel ci- 
tosol. L’inibizione della CPT I da parte di questo 
metabolita riduce il trasporto nel mitocondrio di 


acidi grassi e quindi la loro demolizione nelle con- 
dizioni in cui la cellula è impegnata nella loro sin- 
tesi utilizzando prodotti del catabolismo glucidico. 

Una deficienza di carnitina, o di uno degli enzi- 


‘mi adibiti al suo trasporto nei mitocondri, compor- 


ta una inibizione del trasporto degli acili a lunga ca- 
tena che rimangono nel citoplasma, dove vengono 
esterificati a trigliceridi (Fig. 13.14). 

In questo modo si spiega il massivo accumulo di 
trigliceridi che caratterizza le malattie da difetto di 
carnitina, come la steatosi muscolare carnitina pri- 
va, caratterizzata anche da profonda adinamia, rap- 
presentando gli acidi grassi a lunga catena i substra- 
ti energetici preferenziali del muscolo scheletrico e 
cardiaco. 

Gli acidi grassi a corta o media catena possono 
attraversare la membrana interna mitocondriale co- 
me tali, indipendentemente dal “sistema carnitina”. 
Nello spazio matrice vengono attivati dalle acil- 
CoA sintetasi intramitocondriali e quindi ossidati. 


Carnitina B-ossidazione MITOCONDRI 
Acil-CoA 
glicerofosfato Trigliceridi CITOPLASMA 


Figura 13.14 Destino metabolico degli acil-CoA 


(1) = carnitina palmitoil transferasi |; (2) = acil-CoA: gli- 


cerofosfato acil-transferasi. 


B-ossidazione degli acidi grassi 


Gli acili a lunga catena, penetrati nei mitocondri 
tramite il “sistema carnitina” e quelli a media e cor- 
ta catena, formatisi per attivazione intra-mitocon- 
driale dai corrispondenti acidi grassi penetrati per 
libera diffusione, sono ora suscettibili di ossidazio- 
ne. La ossidazione completa degli acidi grassi con- 
sta di due fasi: la B-ossidazione che demolisce la 
catena degli acil-CoA a numero pari di atomi di car- 
bonio (n) in n/2 molecole di acetil-CoA e la succes- 
siva loro ossidazione in CO; nel ciclo di Krebs. 


B-ossidazione degli acidi grassi 
saturi 


Il processo consta delle seguenti 4 reazioni: 


a,-deidrogenazione dell’acil-CoA. La reazio- 
ne è catalizzata da tre isoenzimi dell’aci/-CoA dei- 
drogenasi che sono specifici per acil-CoA a diversa 
lunghezza della catena. Tutte le isoforme sono fla- 
voproteine con il FAD come gruppo prostetico e ca- 
talizzano la deidrogenazione degli acil-CoA for- 
mando un doppio legame fra i carboni a. e p con 
produzione di un frans-deidroacil-CoA: 


NE 


R— (CHo)n SU i C —SCoA 
H 
acil-CoA 
FAD 
FADH, 
id 
Pi OMai GS en 
H 


a, }-transdeidroacil-CoA 


La acil-CoA deidrogenasi viene riossidata da 
un’altra flavoproteina FAD dipendente, la ‘’e/eciron 
transferring flavoprotein” = “ETFP” (flavoprotei- 
na che trasferisce elettroni), che si riossida trasfe- 
rendo elettroni e protoni al coenzima Q nella catena 
respiratoria: 


(deidrogenasi) 
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mm» A o i DÀ) citocromi 
FADH, 


(ST) 


Idratazione degli a,B-deidroacil-CoA. La intro- 
duzione di una molecola di acqua in corrisponden- 
za del doppio legame, catalizzata dalla enoi/-CoA 
idratasi, porta alla formazione del L(+) p-idrossia- 
cil-CoA: 


| Il 
A_(CHahn 0=0—C-SC0A 
H 


a, p-transdeidroacil-CoA 


HO 
i î 
A (CHan_C—CH; —C=SCoA 


OH 
L(+)-idrossiacil-CoA 


Deidrogenazione dei B-idrossiacil-CoA. La rea- 
zione, catalizzata dalla L(+) B-idrossiacil-CoA dei- 
drogenasi, NAD' dipendente, produce un f-chetoa- 


cil-CoA: 
Og 
—(CHa)n n a DET C-SCoA 


dA 


L(+)-idrossiacil-CoA 


NAD* 


NADH 


iI 
—{CHy,==<f=GHa —© = SCOA 


B-chetoacil-CoA 
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Tiolisi del chetoacil-CoA. Per azione della f}- 
chetotiolasi e per introduzione di una nuova mole- 
cola di CoA il B-chetoacil-CoA subisce la demoli- 
zione tiolitica in acetil-CoA ed in un acil-CoA aven- 
te 2 C in meno: 


î Il 
R— (CHo)n — C+ CHo — C — SCOA 


CoAS-(-H 


i i 
R—(CHo)n —C—SCOA + CH, —C = SCoA 


Il distacco tiolitico dell’acetil-CoA non richiede 
quindi, a differenza dell’attivazione iniziale dell’a- 
cido grasso, alcuna spesa di ATP. 

L’ossidazione dell’acil-CoA, avente 2 C in me- 
no rispetto a quello iniziale, può andare incontro ad 
un altro ciclo di reazioni della B-ossidazione, con 
produzione di una seconda molecola di acetil-CoA 


e così via fino a demolizione completa con produ- 
zione di n/2 molecole di acetil-CoA dove n è il nu- 
mero di atomi di C dell’acile iniziale (Fig. 13.15). 
Ogni rivoluzione della B-ossidazione impegna nella 
reazione terminale tiolitica una molecola di COASH 
libero. Poiché la quantità di CoA nelle cellule è 
molto limitata, per rendere disponibile il CoA per le 
successive rivoluzioni della B-ossidazione è neces- 
sario che l’acetil-CoA venga rapidamente ossidato 
nel ciclo di Krebs. 

La fi-ossidazione è un processo comune a tutti 
gli organismi viventi. Solo nei batteri, coltivati in 
assenza di acidi grassi gli enzimi della B-ossidazio- 
ne sono praticamente assenti, ma vengono rapida- 
mente indotti dalla presenza di acidi grassi nel mez- 
zo di coltura. 


Bilancio energetico della B-ossidazione degli 
acidi grassi saturi. In ogni ciclo di reazioni della B- 
ossidazione degli acidi grassi saturi viene prodotta 
una molecola di FADH, e una di NADH dalla cui 
riossidazione a livello della catena respiratoria mi- 
tocondriale si può ottenere energia sufficiente per la 
produzione un totale di circa 4 molecole di ATP. 
Inoltre, sono prodotte un numero di molecole di 
acetil-CoA pari alla metà del numero di atomi di C 


Pe | 


Il 
CH: C-SCoA 


CoA O, 


Acil-CoA 
FAD 
R-(CH.,)-C-SCoA FADH, 
H O 
Lo 
R-(CH,),- Sii di -SCoA 
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O 
Il Il 
R-(CH,)-C-CH_ C-SCoA 
B-chetoacil-CoA 


NADH @) 


NAD' 


a, B-transdeidroacil-CoA 


® 


Hi O 

Î I 
R-(CH2)}7C— CH C-SCoA 

OH 


L(+)B-idrossiacil-CoA 


Figura 12.15 f-ossidazione di un acil-CoA: Schema della rivoluzione iniziale 
BA MIEOTE ETI ELISIA it Moi pietose aironi rare so pic erro SEI ARTO SPATARO 
(1) — Acil-CoA deidrogenasi; (2) = enoil-CoA idratasi; (3) = L (+) B-idrossiacil-CoA deidrogenasi; (4) = B-chetotio- 


losi 


(n) dell’acido grasso di partenza. Ad esempio, nel 
caso della B-ossidazione dell’acido palmitico, dove 
n=16 si produrranno 7 molecole di FADH,, 7 mole- 
cole di NADH e 8 molecole di acetil-CoA. Nel ca- 
so in cui tutte le molecole di coenzimi ridotti ven- 
gano riossidati nella catena respiratoria e tutte le 
molecole di acetil-CoA vengano ossidate nel ciclo 
di Krebs si potrà ottenere un massimo di: 


(7 X 1,5)FAD ridotto ® (7 Xx 2,5)NAD ridotto Li (8 x 9 icetiluooa 
10,5 + 17,5 + 72 = 100 molecole di ATP 


Poiché per la trasformazione dell’acido palmiti- 
co in palmitoil-S-CoA, è stata utilizzata una mole- 
cola di ATP che è stata trasformata in AMP con per- 
dita di due legami ad elevata energia libera d’idro- 
lisi, la produzione netta di energia in termini di mo- 
lecole di ATP, potenzialmente formate da questo 
processo, è pari a 100-2 = 98. 
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Poiché l’energia libera relativa all’ossidazione 
completa di acido palmitico è di 2360 Kcal per mo» 
le e quella del —P terminale dell’ATP è di 7,5 kcal 
(a pH 7,4), l'efficienza della ossidazione dell'acido 
palmitico è del 31% circa. Infatti, 98 x 7,5 = 735 
kcal/mole per cui 735 x 100/2360 = 31. 


B-Ossidazione degli acidi grassi 
insaturi 


Gli acidi grassi insaturi (oleico, linoleico ecc.) 
che introduciamo con l’alimentazione sono dotati di 
doppi legami con configurazione cis. Questa confi- 
gurazione è incompatibile con la possibilità di dei- 
drogenazione una volta che il processo degradativo 
si approssima a questi doppi legami (Fig. 13.16). 

L’acido oleico (18:10-9) è prima trasformato in 
oleoil-CoA e trasferito nei mitocondri con le stesse 


O 


< 
CH, — CH, + CH, — CH, +CH, —C = SCoA 


O 
3 CH3— (4 SCoA 


H_h 
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Figura 13.16 p-Ossidazione di 


Ve, un acido grasso monoinsaturo 
Crig = SUOR (1) = 3 cicli B-ossidativi; (2) = A 9° 
> 2 trans isomerasi; (3) = un ciclo B- 
ossidativo parziale; (4) = 4 cicli B- 
ossidativi. 


O 
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reazioni e meccanismi visti in precedenza per gli 
acidi grassi saturi e può andare incontro a B-ossida- 
zione. Dopo tre cicli l’oleoil-CoA è stato trasforma- 
to in un acido grasso insaturo a 12 atomi di C con 
un doppio legame cis tra il C 3 ed il C4 (A?°i5-dode- 
canoil-CoA) che come tale non può iniziare un al- 
tro ciclo di P-ossidazione a causa della presenza 
del doppio legame in tale posizione. Per opera del- 
la A cis 2-trans isomerasi, il doppio legame viene 
trasferito dalla posizione 3 alla 2 e contemporanea- 
mente viene modificata la configurazione del dop- 
pio legame che da cis diventa trans. Il doppio lega- 
me del A°-transS-dodecaenoil CoA ha ora la posizione 
e la configurazione dell’intermedio della B-ossida- 
zione (a,P-trans-deidroacil-CoA), può essere tra- 
sformato dalla enoil idratasi in B-idrossidodecanoil- 
CoA e proseguire con le successive reazioni per 5 
cicli. Dall’acido oleico si produrranno così 9 mole- 
cole di acetil-CoA, 8 molecole di NADH e solo 7 
molecole di FADH,. Si ha così una modesta ridu- 
zione della resa energetica, 1,5 molecole di ATP in 
meno, rispetto alla B-ossidazione del corrisponden- 
te acido grasso saturo (acido stearico). 

La P-ossidazione di un acido grasso poliinsaturo 
come l’acido linoleico (18-2 @-6) presenta un’ulte- 
riore complicazione. Analogamente a quanto visto 
per l’oleoil-CoA, dopo 3 cicli si ha la formazione di 
un intermedio con un doppio legame cis tra il C3 ed 
il C4 che è substrato della stessa A 5 A? ans jso- 
merasi che permette di proseguire l'ossidazione per 
un altro ciclo (Fig. 13.17). 

Al termine di questo ciclo, si ottiene un acil- 
CoA a 10 atomi di C e con un doppio legame tra il 
C4 ed il C5 (A#°5-decanoil-CoA). Questo interme- 
dio può essere ossidato dall’acil-CoA deidrogenasi 
ed il prodotto si trova ad avere due doppi legami 
(A%trans, A*<i5) contigui. Interviene quindi una ri- 
duttasi (A? trans, A cis decanoil-CoA riduttasi) che 
utilizzando gli equivalenti riducenti del NADPH 
produce il A? "295 decanoil-CoA. Questo intermedio 
subisce di nuovo l’azione della A 5 i A? ans jso- 
merasi e il prodotto può andare incontro alla com- 
pleta P-ossidazione con ulteriori 4 cicli producendo 
altre 5 molecole di acetil-CoA. Poiché nell’acido li- 
noleico sono presenti 2 doppi legami la resa teorica 
in molecole di ATP viene ridotta di 3 unità rispetto 
all’acido stearico. 


p-Ossidazione perossisomale 


Nel fegato in particolare, ma anche in altri tessu- 
ti (rene, tessuto adiposo, muscolo cardiaco e schele- 
trico) la B-ossidazione degli acil-CoA a lunga cate- 
na, oltre che nei mitocondri, ha luogo anche, sebbe- 
ne In misura più ridotta, nei perossisomi. Questi or- 
ganelli citoplasmatici sono ricchi di perossidasi 


(donde il nome) e di cata/asi, cioè degli enzimi che 
decompongono la H;0, in H50 e ossigeno. Il pro- 
cesso di }-ossidazione perossisomale è sovrapponi- 
bile a quello mitocondriale con la sola differenza 
della tappa iniziale: la deidrogenazione degli acil- 
CoA. Nei mitocondri questa è catalizzata dall’acil- 
CoA deidrogenasi che, tramite la ETF, trasferisce 
gli elettroni alla catena respiratoria; nei perossisomi 
la deidrogenazione degli acil-CoA è catalizzata dal- 
la acil-CoA ossidasi, una flavoproteina FAD dipen- 
dente, con formazione di H;0, (Fig. 13.18) 

La ossidazione dei f}-idrossiacil-CoA è cataliz- 
zata, anche nei perossisomi, da una deidrogenasi 
NAD' dipendente. Normalmente gli equivalenti ri- 
ducenti prodotti vengono trasferiti sui sistemi pen- 
dolari (glicerofosfato nella Fig. 13.18) che a loro 
volta li trasferiscono ai mitocondri. In alternativa il 
NAD', ridotto dai perossisomi dopo transidrogena- 
zione sul NADP”, può essere utilizzato per proces- 
si biosintetici citoplasmatici (sintesi degli acidi 
grassi, del colesterolo o altro). Anche l’acetil-CoA 
prodotto dai perossisomi può essere utilizzato in 
questi processi. 

Lo smistamento degli acil-CoA alla B-ossidazio- 
ne perossisomale o mitocondriale dipende dalle 
condizioni metaboliche del tessuto. Nel fegato, in 
condizioni normali, 1/4 circa degli acidi grassi sub- 
isce la ossidazione iniziale — fino a 4 o 5 cicli — nei 
perossisomi. Dopo l’introduzione di un’elevata die- 
ta lipidica, oppure di etanolo (in entrambi i casi si 
ha aumento epatico degli acil-CoA), la B-ossidazio- 
ne perossisomale aumenta fino ad eguagliare quella 
mitocondriale. Più ancora aumenta dopo introdu- 
zione di farmaci che inducono proliferazione dei 
perossisomi (ad esempio il c/ofibrate, un farmaco 
ipolipemizzante). 

Fisiologicamente, alla B-ossidazione perossiso- 
male compete il compito principale di accorciare gli 
acil-CoA a lunga catena (superiore a 18 C) per ren- 
derli suscettibili di B-ossidazione mitocondriale. E 
noto, infatti, che i mitocondri ossidano con crescen- 
te difficoltà gli acidi grassi quanto più lunga è la lo- 
ro catena. Va tuttavia notato che anche gli acidi 
grassi a 18 o 16 C vengono ossidati dai perossiso- 
mi. I prodotti della B-ossidazione perossisomale 
(acetil-CoA e acil-CoA a catena accorciata) devono 
essere trasferiti ai mitocondri per la ossidazione 
completa a CO, o per la conversione in corpi cheto- 
nici nel fegato. Questo trasferimento richiede l’in- 
tervento della carnitina e delle carnitina acil-trasfe- 
rasi, di cui anche i perossisomi sono dotati. E quin- 
di presumibile che una deficienza di carnitina si tra- 
duca in un aumento della B-ossidazione perossiso- 
male rispetto a quella mitocondriale. E implicito 
che la produzione di energia (ATP) da parte della B}- 
ossidazione perossisomale è, nelle condizioni otti- 


Utilizzazione metabolica degli acidi grassi ® 345 


HB _HNH H_A 
pic] Pi di. 
CH, — (CH;), —C=C—CH, —C=C—CH, —CH, |-CH, —CH, |-CH, —CH, |-CH, —CSCoA 
linoleil-COA 
3 COA QD 
Va 
è CHa- — SCOA 
BR H H 
e DI Va 
CH, — (CH), — C=C—CH, —C=C—CH, —C=SCoA 
A38-cis-dodecadienoil-CoA 


© 


AA FA O 
I} I. PC 
CH, — (CH,), —C=C—CH, —CH, —C=C—CSCoA 
A2-4trans, 6-cis_qodecadienoil-CoA 
1 COA 
@ pe 
1 CH1— 4 SC0A 
H 
i | Foa 
CH, — (CH,), — C=C—CH, — CH, —CSCoA 


A4trans-decanoil-CoA 


4 COA ® 
Si A 
dl # 
CHa —(CHy)j —0=0—_0=0— = SCOA 
H 
A2-transy4-trans_gecanoil-CoA 
NADPH 
. JO 
NADP 
H 


| De 
CHs —(CHa)4 —CH, —C=0—CH; — 4 scoa 
H 
A3-trans_decanoil-CoA 


O 


H O Figura 13.17 f-ossidazione 
na so — 4 —- cen (4 di un acido grasso polinsau- 
CHy — (CHo), —_ CH, — CH, 7 € ? SCOA turo (acido linoleico) 


A2-rans.decanoil-CoA (1) = 3 cicli B-ossidativi; (2) = 


AScis > Zirans isomerasi; (3) = 1 ci- 
4 COA clo B-ossidativo; (4) = A* îans de- 
QD canoil-CoA deidrogenasi; (5) 


= A2 trans. A4 trans.decanoil- CoA 
reduttasi; (6) = AS "95 decanoil- 
CoA isomerasi; (7) = 4 cicli B-0s- 


O 
/ 
5 CHa—C- SC0A sidativi. 


346 è Metabolismo dei lipidi 


H n 
! 4 
dai A dl = SCOA 
H 
FAD bara 
FADH, Op 
H 
| ar, 
lia dI = SCOA 
H 
(* 


NAD+ glicerofosfato 
RO 
NADH - fosfodiossiacetone 


"o 
R—C—C—- 4 ScoA 
if 
CoASH 


R_C= SCoA + CH —G = SCOA 
O 


carnitina Î 


CITOPLASMA ———» biosintesi acidi grassi 


carnitina 
MITOCONDRI MITOCONDRI 
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?ngono trasformati in acil-carnitina ed accedono alla B-ossidazione mitocondriale. Gli acetil-CoA vengono utilizzati 
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Figura 13.19 Catabolismo ossidativo degli acidi grassi a catena ramificata per l'azione combinata 


della 0- e della B-ossidazione 


mali, cioè quando tutti gli equivalenti riducenti pro- 
dotti dalla B-idrossiacil-CoA deidrogenasi sono tra- 
sferiti ai mitocondri, poco più della metà di quella 
prodotta nell’analogo processo mitocondriale. 
Infatti, la prima tappa deidrogenativa, produttrice di 
HO, è improduttiva dal punto di vista energetico. 

In alcuni alimenti sono presenti acidi grassi a ca- 
tena molto lunga (26:0) che vengono efficacemente 
ossidati dalla B-ossidazione perossisomiale. La im- 
possibilità di ossidare questi acidi grassi si verifica 
in patologie particolarmente gravi come la sindrome 
di Zelweger e l’adrenoleucodistrofia. Nel primo ca- 
so, l'accumulo di acidi grassi a lunga catena è cau- 
sato dalla mancanza dei perossisomi mentre nel se- 
condo dall’inefficienza del sistema di trasporto degli 
acidi grassi in questi organelli. Il dosaggio degli aci- 
di grassi a lunga catena nel plasma viene utilizzato 
per la diagnosi di patologie perossisomiali. 


o-Ossidazione degli acidi grassi 


Il processo della B-ossidazione è responsabile 
della degradazione ossidativa della maggior parte 


degli acidi grassi. Tuttavia nelle piante, ma anche 
nel cervello e nel fegato degli animali, si riscontra 
un altro tipo di ossidazione degli acidi grassi, a se- 
de perossisomale, denominato @-ossidazione, in 
quanto demolisce ossidativamente l’acido grasso, 
atomo per atomo, liberando CO, Il processo della 
o.-ossidazione, che si svolge sugli acidi grassi libe- 
ri e non sugli acil-CoA, è sostenuto dall’azione 
combinata di una monoossigenasi e di due deidro- 
genasi: 


O, HO 
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R— CH,— COOH R_CH—COOH 
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La monoossigenasi (1) introduce un ossidrile sul 
C in posizione & formando un L(+) c- idrossiacido. 
Va ricordato che gli a.-idrossiacidi componenti del- 
le sfingomieline e dei glicolipidi cerebrali si forma- 
no in questo processo. Gli L(+) a-idrossiacidi sono 
poi ossidati da una deidrogenasi NAD* dipendente 
(2) in a-chetoacidi e questi decarbossilati ossidati- 
vamente da un’altra deidrogenasi NAD' dipenden- 
te (3). Il processo produce un acido grasso con un C 
in meno. 

Il processo della a.-ossidazione è necessario, in- 
sieme con quello della B-ossidazione, per la demo- 
lizione completa degli acidi grassi a catena ramifi- 
cata. Fra questi uno dei più comuni è l’acido fitani- 
co, un acido grasso a 20 C di cui 16 in catena e 4 ra- 
mificati (Fig. 13.19), che si forma nell’organismo 
per ossidazione del fitolo, componente della cloro- 
filla, che introduciamo con le verdure e con il latte 
bovino. Essendo legato ad un metile, il C-3 dell’a- 
cido fitanico non è ossidabile e la B-ossidazione 
non può aver luogo. Il distacco del C carbossilico 
per c-ossidazione consente invece l’ulteriore de- 
molizione ossidativa mediante P}-ossidazione. 


Nel morbo di Refsum è assente, per difetto gene- 
tico, la monoossigenasi (fitanato a-idrossilasi) che 
inizia la o.-ossidazione e così l’acido fitanico, non 
più suscettibile di demolizione ossidativa, si accu- 
mula nei tessuti, producendo danni particolarmente 
nel tessuto nervoso cerebrale. Il morbo di Refsum si 
manifesta con perdita dell’olfatto, emeralopia e for- 
te diminuzione del visus, con sordità e sintomi neu- 
rologici (tremori e atassia) agli arti. La biopsia epa- 
tica dimostra l’esistenza di una steatosi causata da 
deposito di trigliceridi ricchi di acido fitanico. La 
terapia consiste fondamentalmente nell’abolizione 
delle verdure (fitolo) e del latte. 


o-Ossidazione degli acidi grassi 


Gli acidi grassi, in particolare quelli a media ca- 
tena, possono subire la @-ossidazione, consistente 
nella ossidazione del -CH; terminale (®) in carbos- 
sile. Il processo, che è catalizzato da una monoossi- 
genasi microsomiale che richiede O, NADPH ed il 
citocromo P450, trasforma gli acidi grassi monocar- 
bossilici in acidi grassi o, @-bicarbossilici. Questi 
possono essere accorciati nel processo della 8-ossi- 
dazione a partire dall’una e dall’altra estremità. 

In alcune malattie congenite da deficienza di en- 
zimi della B-ossidazione e nelle urine di soggetti 
chetosici si può riscontrare la presenza di alcuni di 
questi acidi bicarbossilici (es. acido adipico o sub- 
erico): aciduria chetosica dicarbossilica. 


Ossidazione degli acidi grassi a 
numero dispari di atomi di C 


Gli acidi grassi a numero dispari di C possono 
essere degradati dalla B-ossidazione in acetil-CoA, 
lasciando tuttavia come residuo @-terminale non 
una molecola di acetil-CoA, come gli acidi grassi a 
numero pari di C, ma una molecola di propionil- 
CoA: 


O 
rA 
CH, ——>> CH, —CH, —C“ SCoA 


propionil-CoA 


Ho 
CH, Pe, 
4 CHj _—C — SCoA 
| acetil-CoA 


Metabolismo del propionil-CoA 


Il propionil-CoA che si forma nell’organismo, 
oltre che dalla demolizione ossidativa degli acidi 
grassi a numero dispari di C, anche dal metaboli- 
smo della metionina, treonina ed isoleucina viene 
carbossilato a D-metilmalonil-CoA (Fig. 13.20) 
dalla propionil-CoA carbossilasi, enzima biotina 
dipendente (1). Il D-metilmalonil-CoA viene epi- 
merizzato in L-metilmalonil-CoA dalla metilmalo- 
nil-CoA epimerasi e (2) il L-metilmalonil-CoA vie- 
ne isomerizzato in succinil-CoA dalla meti/malonil- 
CoA mutasi (3), enzima deossiadenosilcobamide 
dipendente. 

Il succinil-CoA può seguire il destino di quello 
che si forma nel ciclo di Krebs. Pertanto, gli acidi 
grassi a numero dispari di atomi di C sono in mini- 
ma parte glucogenici poiché il propionil-CoA, di- 
versamente dall’acetil-CoA, si può trasformare in 
succinil-CoA e successivamente essere convertito 
in ossaloacetato e PEP (vedi gluconeogenesi). 
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Figura 13.20 Metabolismo del propionil-CoA 


(1) = Propionil-CoA carbossilasi; (2) = metilmalonil-CoA epimerasi; (3) = metilmalonil-CoA isomerasi. 


La eliminazione urinaria di acido metilmaloni- 
co, conseguente ad elevato livello ematico dello 
stesso acido (acidemia metilmalonica) nella avita- 
minosi Bj; è dovuto a deficienza funzionale della 
metilmalonil-CoA mutasi e quindi alla incapacità di 
isomerizzazione del metilmalonil-CoA in succinil- 
CoA. La stessa alterazione metabolica può conse- 
guire a deficienza ereditaria della metilmalonil- 


CoA mutasi. In questo secondo caso, a differenza 


del primo, la somministrazione di Bj, non corregge 
l’alterazione metabolica. 


METABOLISMO DEI CORPI 
CHETONICI 


Formazione dei corpi chetonici: 
“chetogenesi” 


La chetogenesi si svolge essenzialmente nel fe- 
gato ed assume abnorme intensità in condizioni di 
limitata disponibilità di glucosio (es. digiuno) o di 
una sua compromessa utilizzazione metabolica (es. 
diabete mellito). In tali condizioni, il metabolismo 
energetico è prevalentemente a carico dell’ossida- 
zione degli acidi grassi provenienti dal catabolismo 
dei lipidi di deposito. Ciò comporta una aumentata 
velocità di produzione di acetil-CoA la cui concen- 
trazione mitocondriale diventa eccedente rispetto a 
quella della sua utilizzazione nel ciclo di Krebs. In 
condizioni normali, nelle quali la via glicolitica ga- 
rantisce un’adeguata concentrazione mitocondriale 


di piruvato, questo sarebbe convertito in ossalaceta- 
to dalla piruvato carbossilasi. L'attivazione di que- 
sto enzima da parte dell’acetil-CoA ne impedirebbe 
l’accumulo favorendone la conversione in citrato. 
Nel fegato e in condizioni di deficit glucidico, piru- 
vato e ossalacetato sono essenzialmente utilizzati 
nella gluconeogenesi per il mantenimento della gli- 
cemia e pertanto l’eccesso di acetil-CoA, prove- 
niente dalla aumentata f-ossidazione degli acidi 
grassi non viene adeguatamente immesso nel ciclo 
di Krebs. Inoltre, la B-ossidazione degli acidi gras- 
si richiede la disponibilità di CoA il cui contenuto 
nelle cellule è estremamente limitato. L'insieme di 
questi eventi metabolici è responsabile dell’accu- 
mulo di acetil-CoA nei mitocondri epatici e fa sì 
che molecole di questo metabolita reagiscano tra lo- 
ro per rendere disponibile il CoA necessario per 
mantenere un’adeguata velocità della [}-ossidazio- 
ne. Ha così inizio la via metabolica, chetogenesi, 
che porta alla formazione dei corpi chetonici: ace- 
toacetato, B-idrossibutirrato e acetone (Fig. 13.21). 

Per azione della acetil-CoA: acetil trasferasi (1) 
due molecole di acetil-CoA si condensano fra loro 
per formare acetoacetil-CoA con liberazione di una 
molecola di CoA. L’acetoacetil-CoA si condensa 
quindi con una terza molecola di acetil-CoA per 
formare -idrossi-B-metilglutaril-CoA con libera- 
zione di una seconda molecola di CoA; l’enzima 
che catalizza questa condensazione è la f}-idrossi-B 
-metilglutaril-CoA sintetasi (2). E proprio per l’ab- 
bondanza di questo enzima che il fegato possiede la 
precipua capacità della chetogenesi. Per azione del- 
la B-idrossi-B-metilglutaril-CoA liasi (3) il B-idros- 
si-B-metilglutaril-CoA viene quindi demolito in 
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Figura 13.21 Chetogenesi 
(1) = Acetil-CoA: acetil transferasi;(2) = f- cessi, B-metilglutaril-CoA sintetasi; (3) = f-idrossi, B-metilglutaril-CoA 


liasi; (4) = B-idrossibutirrato deidrogenasi; (5) = acetoacetato decarbossilasi. 


acetil-CoA, che ritorna in ciclo, ed in acetoacetato, 
il primo dei corpi chetonici. /n sostanza, in queste 
tre reazioni due molecole di acetil-CoA danno luo- 
go alla formazione di una molecola di acetoacetato 
con liberazione di due molecole di CoA. 


Una piccola parte di acetoacetato si forma anche 
per idrolisi diretta dall’acetoacetil-CoA: 


Ve, Ve, 


+ > 
CH3—C—CH, —C= SCoA 


acetoacetil-CoA 


H,O 


Ve 0 


CA e. 
CH —_ C-CH, ===) 
acetoacetato 


Questo processo di deacilazione dell’acetoace- 
til-CoA ha luogo soprattutto nei reni che, se pur in 
misura nettamente inferiore al fegato, sono sede di 
chetogenesi. Il fegato produce i corpi chetonici uti- 


lizzando esclusivamente il processo principale so- 


pra descritto. 

Parte dell’acetoacetato, prodotto primario della 
chetogenesi, viene ridotto a D (-)B-idrossibutirrato 
a spese del NADH e per l’azione della f-idrossi- 
butirrato deidrogenasi; una piccola parte viene de- 
carbossilata spontaneamente in acetone, il terzo 
corpo chetonico (Fig. 13.21). 

Il rapporto di concentrazione ‘“B-idrossibutirra- 
to/acetoacetato” nel fegato e nel sangue varia fra 3 
e 6 e riflette il rapporto NADH/NAD' della cellula 
epatica. In alcune condizioni cliniche, come, ad 
esempio nel coma diabetico questo rapporto può sa- 
lire fino a 15. 


Regolazione della chetogenesi 


Come è illustrato nella Fig. 13.22, la regolazio- 
ne della chetogenesi avviene a tre livelli: 1) regola- 
zione della produzione degli acidi grassi liberi (NE- 
FA) mediante controllo della lipolisi; 2) regolazio- 
ne del flusso epatico degli acidi grassi liberi verso 
la esterificazione o la B-ossidazione; 3) indirizzo 
dell’acetil-CoA verso la ossidazione nel ciclo di 
Krebs o la condensazione nella chetogenesi. 


Regolazione della lipolisi. I principali e più im- 
mediati precursori dei corpi chetonici sono gli acidi 
grassi non esterificati (NEFA) del sangue: l’entità 


Digiuno 


Glucagone } 





Adrenalina 


D\ 
Adipocita 3 


Alimentazione 





Malonil-CoA< = 


Metabolismo dei corpi chetonici ® 351 
















Digiuno Trasformazioni e 
regolazioni nel digiuno 
Trasformazioni e 
GI ===-+ regolazioni in buona 
ucagone alimentazione 











Figura 13.22 Regolazione della lipolisi e della chetogenesi 


+: azione stimolatoria; —: azione inibitoria; TG: trigliceridi; PL: fosfolipidi; CPT: carnitina palmitoil-transferasi. 


della chetogenesi epatica è infatti correlata con il li- 
vello dei NEFA plasmatici. Poiché i NEFA ematici 
provengono principalmente, se non esclusivamente, 


dal tessuto adiposo, è implicito che l’entità della li- _ 


polisi si ripercuota sull’entità della chetogenesi. 
Pertanto i fattori metabolici ed endocrini che rego- 
lano la lipolisi regolano dipendentemente la cheto- 
genesi. Ad esempio adrenalina, glucagone ed ormo- 
ni ipofisari, che stimolano la lipolisi, stimolano an- 
che la chetogenesi, mentre l’insulina, che la rallen- 
ta, inibisce la chetogenesi. 


Regolazione della utilizzazione epatica degli 
acil-CoA. L’utilizzazione epatica di acil-CoA di- 
pende dallo stato nutrizionale e ovviamente da fat- 
tori endocrini. Come riportato in precedenza, in 
condizioni di buona alimentazione e cioe dopo un 
pasto, il fegato è lipogenico in quanto sintetizza aci- 
di grassi utilizzando acetil-CoA proveniente princi- 
palmente dal catabolismo glucidico. Gli acil-CoA 
così prodotti sono utilizzati per la sintesi di triglice- 
ridi e fosfolipidi che vengono immessi in circolo 
nelle VLDL (Fig. 13.22). L'insieme di questi pro- 
cessi è regolato positivamente dall’insulina. In que- 
ste condizioni, la B-ossidazione epatica degli acidi 
grassi e la chetogenesi sono inibite dal malonil- 
CoA, precursore metabolico della sintesi ex novo 
degli acidi grassi (vedere più avanti) la cui produ- 
zione da acetil-CoA è stimolata dall’insulina. 


Infatti, il malonil-CoA è un inibitore della aci/- 
CoA: carnitina acil trasferasi, precludendo il tra- 
sferimento degli acili all’interno dei mitocondri. 

Nella condizione di digiuno, si assiste ad una 
mobilizzazione degli acidi grassi dai trigliceridi 
presenti negli adipociti. L'attivazione della triglice- 
ride lipasi del tessuto adiposo (adipocitica o ormo- 
no-sensibile) da parte di glucagone o adrenalina im- 
mette in circolo NEFA che sono utilizzati dai vari 
organi, ad eccezione del cervello, per produrre l’e- 
nergia necessaria per le loro funzioni. In condizioni 
di digiuno il fegato è glucogenico e gli acil-CoA 
trasportati nei mitocondri vanno incontro a [-ossi- 
dazione che porta alla produzione di corpi chetoni- 
ci. Il processo è favorito dalla carnitina e da una ri- 
dotta concentrazione di malonil-CoA. Quest’ul- 
timo, essendo prodotto dal metabolismo glucidico, 
crea un nesso di reciprocità tra metabolismo gluci- 
dico e chetogenesi, inducendo una riduzione di que- 
sta quando il primo si svolge speditamente. Un au- 
mento della concentrazione epatica di acil-CoA e 
dei NEFA favorisce la B-ossidazione e la chetogesi 
inibendo l’enzima che catalizza la formazione del 
malonil-CoA. 


Regolazione della utilizzazione dell’acetil-CoA. 
L’ingresso dell’acetil-CoA nel ciclo di Krebs, oppu- 
re la sua condensazione nei corpi chetonici è rego- 
lata fondamentalmente da due fattori: 1) la disponi- 
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Figura 13.23 Influenza del rapporto NAD*/NADH sulla immissione dell’acetil-CoA nel ciclo di 


Krebs o nella chetogenesi 


Un elevato rapporto NAD*/NADH favorisce il primo, un basso rapporto la seconda. 


bilità di ossaloacetato, di cui si è già detto; 2) il rap- 
porto NADH/NAD*: tanto più questo rapporto è 
elevato, tanto più acetil-CoA viene indirizzato nella 
chetogenesi (Fig. 13.23). 

Questa, a differenza del ciclo di Krebs, non solo 
non richiede NAD', ma riossida il NADH in NAD* 
nella fase di formazione dell’acido f}-idrossibutirri- 
co. 

Considerando questi tre livelli di regolazione nel 
loro insieme, si può dedurre che il metabolismo glu- 
cidico è alla base del controllo della chetogenesi. 
Nella prima fase il metabolismo glucidico intervie- 
ne inibendo la lipolisi e quindi riducendo l’afflusso 
dei NEFA al fegato, nella seconda fase inibendo, 
tramite il malonil-CoA, l’accesso degli acili alla se- 
de mitocondriale della B-ossidazione, nella terza fa- 
se favorendo, tramite l’ossaloacetato, l’ingresso 
dell’acetil-CoA nel ciclo di Krebs. 


Utilizzazione ossidativa dei corpi 
chetonici 


Dalla cellula epatica i corpi chetonici diffondo- 
no nel sangue che li trasporta al muscolo, cuore e 
cervello, i quali li ossidano ricavandone energia, ed 


al reni che in parte li ossidano ed in parte li elimi- 
nano con le urine (Fig. 13.24). 

La utilizzazione ossidativa dei corpi chetonici 
nei tessuti extraepatici è consentita dalla possibilità 
di attivazione dell’acetoacetato in acetoacetil-CoA. 

Questa può avvenire tramite due reazioni una cata- 
lizzata dalla 3-chetoacil-CoA transferasi (1), comu- 
nemente nota come tioforasi, che trasferisce il CoA 
dal succinil-CoA all’acetoacetato, l’altra dalla ace- 
toacetil-CoA sintetasi (2), che agisce analogamente 


alla acil-CoA sintetasi: 
CoA + ATP 
Je 
AMP + PP 


Entrambi questi enzimi non sono presenti nel fe- 
gato e così si spiega l’incapacità di questo organo 
ad utilizzare i corpi chetonici che produce. 

L’acetoacetil-CoA, così formatosi, per tiolisi ca- 
talizzata dalla acetoacetil-CoA tiolasi, viene tra- 
sformato in due molecole di acetil-CoA e queste 
utilizzate nel ciclo di Krebs: 
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Figura 13.24 Formazione (nel fegato) dei corpi 
chetonici e loro utilizzazione nei tessuti extrae- 
patici 


(1) = P-ossidazione; (2) = ciclo di Krebs. 
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Il B-idrossibutirrato viene utilizzato analoga- 
mente dopo la sua riossidazione ad acetoacetato a 
spese del NAD', per azione della B-idrossibutirra- 
to deidrogenasi, mentre l’acetone viene eliminato 
in parte attraverso i polmoni ed in parte attraverso 1 
reni. Si noti che il B-idrossibutirrato (D-P-idrossi- 
butirrato) che si forma nella chetogenesi non è lo 
stesso stereoisomero che si forma nella B-ossidazio- 
ne (L-B-idrossibutirrato) per azione della enoil- 
CoA idratasi. 

Per i muscoli scheletrico e cardiaco, capaci di 
ossidare gli acidi grassi, l’acquisto dei corpi cheto- 
nici rilasciati dal fegato costituisce un vantaggio re- 
lativo. Per le cellule nervose, invece, incapaci di 0s- 
sidare gli acidi grassi, la disponibilità dei corpi che- 
tonici, costituisce un importante surrogato del glu- 
cosio, l’abituale substrato del tessuto nervoso. Se si 
pensa che il fegato produce corpi chetonici quando 
il glucosio non è disponibile, detta complementarie- 
tà fra fegato e tessuto nervoso rappresenta un even- 
to molto importante. 

La disponibilità di corpi chetonici nei tessuti ex- 
traepatici comporta una diminuita utilizzazione del 
glucosio. Infatti, la produzione di acetil-CoA da 
parte dei corpi chetonici si traduce in una maggior 
formazione di citrato. Questo, trasferendosi nel ci- 
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toplasma, inibisce l’attività della fosfofruttochinasi 
I e quindi il flusso metabolico del glucosio nella gli- 
colisi. 


Chetosi o chetoacidosi 


In condizioni normali la produzione epatica dei 
corpi chetonici è bilanciata dalla loro utilizzazione 
periferica, così la quantità di corpi chetonici presen- 
ti nel plasma (< 0,2 mM, e nell’ambito di 0,3-2 mg 
per 100 ml) ne rappresenta il valore di equilibrio 
stazionario. Quando la produzione epatica supera la 
capacità di utilizzazione extraepatica si ha accumu- 
lo di corpi chetonici nel sangue (chetonemia) e loro 
eliminazione con le urine (chetonuria) quando la 
chetonemia supera i 70 mg/100 ml. In casi di diabe- 
te scompensato i corpi chetonici vengono eliminati 
con le urine fino a 5 g e più di corpi chetonici per 
giorno. Questa condizione è indicata con il termine 
di chetosi e viene generalmente attribuita ad iper- 
produzione epatica di corpi chetonici. Uno stato di 
chetoacidosi particolarmente grave si ha nel coma 
diabetico, nel quale la concentrazione ematica dei 
corpi chetonici può essere superiore a 20 mM. 
Anche una diminuita capacità dei tessuti extraepati- 
ci ad utilizzarli non va sottovalutata. A tal riguardo 
è interessante ricordare che l'esercizio muscolare 
induce nel muscolo scheletrico un’aumentata for- 


+ mazione di tioforasi e di acetoacetil-CoA tiolasi, 


cioè degli enzimi che catalizzano la utilizzazione 
energetica dei corpi chetonici. E per questa ragione 
che i sedentari sono più propensi alla chetosi (dopo 
alimentazione iperlipidica) che non gli individui fi- 
sicamente allenati. 

Uno stato di chetosi, data la natura acida dei cor- 
pi chetonici, implica una condizione di acidosi. 
Infatti il pKa dell’acido acetoacetico è 3,8, quello 
dell’acido [-idrossibutirrico è 4,8. Poiché il pH del 
sangue normale è 7,4 questi acidi circolano in for- 
ma completamente dissociata e vengono escreti in- 
sieme con gli ioni sodio e potassio. Questa perdita 
di cationi implica una diminuzione del pH, che nel 
coma diabetico può scendere a valori di 7,0-6,9. 


BIOSINTESI DEGLI ACIDI GRASSI 
(LIPOGENESI) 


A differenza dei vegetali, gli animali sono inca- 
paci di trasformare gli acidi grassi in glucosio, in 
quanto l’acetil-CoA, a causa dell’irreversibilità del- 
la reazione catalizzata dalla piruvato deidrogenasi, 
non è suscettibile di riconversione in piruvato e 
quindi in ossaloacetato che sono trasformazioni ne- 
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cessarie per la gluconeogenesi. Per contro gli ani- 
mali, come del resto pressoché tutti gli organismi 
viventi, sono capaci di trasformare i glucidi in lipi- 
di. Sebbene l’ingrassamento degli animali, conse- 
guente a diete ricche in glucidi, costituisca un even- 
to di antica osservazione, la conferma rigorosa del 
processo è stata fornita dalla dimostrazione che ato- 
mi di carbonio radioattivi (C!*), presenti nel gluco- 
sio somministrato ad animali, venivano poi riscon- 
trati negli acidi grassi. Anche se tutti i tessuti del- 
l’organismo animale sono capaci di sintetizzare aci- 
di grassi, questo processo è quantitativamente rile- 
vante nel tessuto adiposo, fegato, intestino e ghian- 
dola mammaria funzionante. 

La via metabolica che porta alla biosintesi degli 
acidi grassi necessita di acetil-CoA. Pertanto, ogni 
metabolita in grado di produrre acetil-CoA è in gra- 
do di contribuire alla sintesi degli acidi grassi. 
Nell’uomo e negli animali superiori il contributo 
maggiore è fornito dal catabolismo glucidico. In 
teoria l’acetil-CoA potrebbe anche originare dalla 
P-ossidazione degli acidi grassi ma questo processo 
e quello della lipogenesi sono regolati in modo che 
l’attivazione dell’uno implichi la deattivazione del- 
l’altro e viceversa. Inoltre, il maloni/-CoA necessa- 
rio per la sintesi degli acidi grassi è un inibitore del- 
l’acil-CoA: carnitina acil-transferasi e conseguente- 
mente del processo di }-ossidazione. 

La trasformazione dei glucidi in lipidi avviene 
con particolare intensità allorché i glucidi introdot- 
ti con la dieta hanno saturato la capacità del fegato 
e dei muscoli di accumulare glicogeno, la forma di 
deposito più diretta e di più immediata utilizzazio- 
ne. L'organismo umano può accumulare, soprattut- 
to nel fegato e nei muscoli, non più di 400-500 g di 
glicogeno, una quantità corrispondente alla richie- 
sta energetica media totale di poco meno di un gior- 
no. La capacità di accumulo dei trigliceridi, che in 
un uomo tipo di 70 kg è di 12-14 kg circa, può sod- 
disfare invece la richiesta energetica per più setti- 
mane. 

E opportuno premettere che la /ipogenesi non è 
lo stesso processo della B-ossidazione decorrente a 
ritroso, ma un processo distinto e indipendente. 


Biosintesi “de novo” degli acidi 
grassi 


Tutti gli atomi di C presenti negli acidi grassi 
neosintetizzati provengono direttamente o indiretta- 
mente dall’acetil-CoA . La sintesi “de novo” avvie- 
ne nel citosol e porta alla formazione di palmitato 
(16:0) che poi potrà andare incontro a processi di 
allungamento e di desaturazione. Poiché la produ- 


zione di acetil-CoA è un processo mitocondriale 
operato principalmente dalla decarbossilazione 0s- 
sidativa del piruvato, il suo trasferimento nel citosol 
rapresenta una fase essenziale del processo biosin- 
tetico. Inoltre, la biosintesi degli acidi grassi è un 
processo riduttivo che utilizza NADPH che nel ci- 
tosol è fornito dalla via dei pentoso fosfati e dalla 
conversione di ossalacetato in piruvato ad opera 
dell’enzima malico (Fig. 13.25). 

Poiché l’acetil-CoA non è capace di attraversare 
la membrana interna mitocondriale, questo metabo- 
lita è trasportato nel citosol con un meccanismo al 
quale partecipa il citrato formatosi nella matrice mi- 
tocondriale da piruvato e ossalacetato ad opera del- 
la citrato sintasi. Un’aumentata concentrazione di 
citrato nel mitocondrio può verificarsi in condizio- 
ni nelle quali, a fronte di un’elevata velocità di for- 
mazione dell’acetil-CoA ad opera della piruvato 
deidrogenasi, viene ridotta la sua utilizzazione nel 
ciclo di Krebs qualora le concentrazioni di ATP e 
NADH siano relativamente elevate. Inoltre, un au- 
mento della concentrazione mitocondriale di acetil- 
CoA causa l’attivazione della piruvato carbossilasi 
di cui l’acetil-CoA stesso ne è un modulatore allo- 
sterico positivo. In questo modo, si viene a verifica- 


‘ re una condizione in cui, nella matrice mitocondria- 


le, risultano contemporaneamente elevate le con- 
centrazioni sia dell’acetil-CoA che dell’ossalaceta- 
to che sono i substrati della citrato sintasi. 
L’insieme di questi eventi porta ad un’aumentata 
concentrazione del citrato mitocondriale e ad un si- 
gnificativo trasporto di questo composto nel citosol 
che è operato da un trasportatore specifico localiz- 
zato nella membrana interna mitocondriale. Nel ci- 
tosol, per azione della citrato liasi il citrato viene ri- 
convertito in acetil-CoA ed ossaloacetato in una 
reazione che richiede energia fornita dalla idrolisi 
dell’ ATP in ADP + Pi (Fig. 13.25): 


citrato + CoA + ATP Id 
è acetil-CoA + ossalacetato + ADP + Pi 


L’acetil-CoA può così essere trasformato in ma- 
lonil-CoA dalla malonil-CoA sintetasi per essere 
utilizzato per la sintesi degli acidi grassi. Va rileva- 
to che il citrato stesso è pure un attivatore di questo 
enzima. L’altro prodotto della reazione, l’ossalace- 
tato, viene ridotto a malato dalla malico deidroge- 
nasi citosolica e potrebbe teoricamente essere ritra- 
sportato nel mitocondrio dal trasportatore 
malato/a-chetoglutarato. Tuttavia, la maggior parte 
del malato è trasformato in piruvato dall’enzima 
malico per fornire circa la metà del NADPH neces- 
sario per la biosintesi de novo degli acidi grassi me- 
diante la seguente reazione: 
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Figura 13.25 Trasporto di gruppi acetilici dai mitocondri al citosol: ruolo del citrato 


CCP: trasportatore del citrato; MCC: trasportatore malato-chetoglutarato; MDH: malato deidrogenasi; MMI: mem- 
brana mitocondriale interna; PC: piruvato carbossilasi; PDH: piruvato deidrogenasi; PT: trasportatore del piruvato. 


malato + NADP* è piruvato + NADPH + CO, 


Il restante NADPH viene fornito dal ciclo dei 
pentoso fosfati che ha pure sede citosolica. 

Le considerazioni di cui sopra giustificano la ra- 
zionalità del processo illustrato nella Fig. 13.25, in 
cui il trasferimento dal mitocondrio al citoplasma 
del citrato è controbilanciato dal rientro di un’equi- 
valente quantità di piruvato, la cui formazione for- 
nisce inoltre al citoplasma una stechiometrica quan- 
tità di NADPH. 

E interessante notare come le reazioni che pro- 
ducono NADPH (glucosio-6-P deidrogenasi, 6-fo- 
sfogluconato deidrogenasi ed enzima malico) si 
svolgano nel citosol. E per questa ragione che nel 
citosol il rapporto NADPH/NADP* è molto elevato 
(circa 75), mentre il rapporto NADH/NAD'* è mol- 
to basso (da 10 a 3). 


Carbossilazione dell’acetil-CoA. La reazione 
che indirizza l’acetil-CoA citosolico verso la sua 
utilizzazione per la sintesi del palmitato è quella ca- 
talizzata dalla acetil/-CoA carbossilasi che lo tra- 
sforma in malonil-CoA: 


Cha CO, Feet 
O=C-=SCoA oh 
O=C =SCoA 
ATP ADP+Pi 
acetil-CoA malonil-CoA 


Questa reazione rappresenta la tappa limitante 
dell’intero processo biosintetico e ne costituisce un 
punto di regolazione. Infatti, /’aceti/-CoA carbossi- 
lasi è un enzima allosterico, biotina-dipendente, 
che è regolato positivamente dal citrato e negativa- 
mente dagli acil-CoA. Se si tiene conto che il citra- 
to, in quanto precursore dell’acetil-CoA citopla- 
smatico, rappresenta il prodotto di partenza per la 
sintesi degli acidi grassi e gli acil-CoA 1 prodotti 
terminali, si comprende la logicità di questo con- 
trollo. 

Nella sua forma attiva, l’acetil-CoA carbossilasi 
è un polimero filamentoso e ciascun protomero, di 
per sé inattivo, contiene tre subunità: la proteina le- 
gante la biotina, tramite un residuo di lisina, la bio- 
tina carbossilasi e la carbossil-transferasi. 
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Figura 13-26 Attivazione e deattivazione del- 
l’acetil-CoA carbossilasi 


Attivazione = aggregazione di 21 protomeri A in un po- 
limero B. Deattivazione = dissociazione del polimero nei 
protomeri costituenti. Ciascun protomero consta di tre 
subunita: (1) la biotina carbossilasi, (2) la carbossil tra- 
sferasi, (3) il “carrier” della biotina. 


La reazione si svolge pertanto in due fasi: 


1) ATP + HCO + proteina-Lys-Biotina 3 
ADP + P + proteina-Lys-Biotina-COO” 


2) proteina-Lys-Biotina-COO7 + CH3-CO-S-CoA 3 
"00C-CH;-CO-SCoA + proteina-Lys-Biotina 


Dal punto di vista molecolare, i protomeri sono 
in equilibrio con la forma polimerica la cui forma- 
zione è favorita dal citrato mentre gli acil-CoA, par- 
ticolarmente il palmitoil-CoA, causano la dissocia- 
zione del polimero inattivando l’enzima (Fig. 
13.26). 
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L’attività della acetil-CoA carbossilasi è anche 
regolata da alcuni ormoni mediante un meccani- 
smo di fosforilazione-defosforilazione. Sebbene, 
l'enzima possieda diversi siti per la fosforilazione 
da parte di alcune proteine chinasi, di particolate ri- 
levanza è quello cAMP-dipendente, la cui fosforila- 
zione riduce l’affinità dell’enzima per il citrato. Ciò 
causa la dissociazione dei protomeri con conse- 
guente inibizione dell’enzima. Pertanto, nelle cellu- 
le che esprimono 1 recettori per il glucagone e quel- 
li B-adrenergici, un aumento della concentrazione 
citosolica del CAMP inibisce la biosintesi degli aci- 
di grassi. Ovviamente, l’insulina favorendo la defo- 
sforilazione dell’acetil-CoA carbossilasi ha un ef- 
fetto opposto e attiva la sintesi del palmitato anche 
a basse concentrazioni di citrato. 


Sintesi degli acidi grassi. Nei batteri e nelle 
piante la sequenza delle reazioni necessarie per la 
sintesi degli acidi grassi da acetil-CoA e malonil- 
CoA è catalizzata da proteine distinte. Negli anima- 
li, la sintetasi degli acidi grassi è un dimero (PM = 
500.000) costituito da due catene identiche ciascu- 
na delle quali contiene domini funzionalmente spe- 
cifici che nel loro insieme costituiscono un com- 
plesso multienzimatico. In ciascuna catena, coesi- 
stono 6 attività enzimatiche ed una proteina tra- 
sportatrice di acili (ACP = “Acvl Carrier Protein”) 
Il cui compito è quello di posizionare la catena aci- 
lica in trasformazione nei siti catalitici per garanti- 
re una elevata efficienza biosintetica. 

Questa funzione dell’ ACP è resa possibile dalla 
presenza della 4’-fosfopantoteina esterificata ad un 
residuo di serina della proteina. 


Nell’ACP, la 4°-fosfopantoteina si estende come 
un braccio mobile e il gruppo tiolico alla sua estre- 
mità permette di formare il tioestere dell’acile. 
Pertanto, l’ACP si può considerare un’estensione 
del CoA. La forma dimerica della acido grasso sin- 
tetasi ha una struttura tale che i due gruppi tiolici 
della ACP e del fì-chetoacil sintetasi, che sono i si- 
ti di legame degli acili, si vengono a trovare in una 
posizione ravvicinata (Fig. 13. 27). 

Il processo biosintetico ha inizio con il trasferi- 
mento di un acetile dall’acetil-CoA al gruppo tioli- 
co dell’ACP catalizzata dal dominio avente attività 
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Figura 13.27 Struttura dimerica della acido grasso sintasi 


acetil-CoA:ACP transacilasica. L’acetile viene 
quindi trasferito sul gruppo tiolico della B-chetoacil 
sintetasi lasciando libero il gruppo —SH dell’ACP. 
Su quest’ultimo si può quindi trasferire il gruppo 
malonilico del malonil-CoA ad opera della ma/oni/- 
CoA.:ACP transacetilasi (reazioni 1 e 2 della Fig. 
13.28). In questa schematizzazione del meccanismo 
biosintetico che porta alla formazione del palmitato 
i due gruppi SH sono indicati con P-SH, quello del- 
la ACP, e C-SH quello della cisteina della B-chetoa- 
cil sintetasi. 


Per azione della B-chetoacil:ACP sintetasi aceti- 


le a malonile vengono fra loro condensati con libe- 
razione di una molecola di CO,, con questo mecca- 
nismo: 


ACP cdi ACP ENE 
_ Poi m 
OT C=0 S =: BR 
hd 0 de 
nose” di lo 
CH: 


La ragione dell’iniziale carbossilazione dell’a- 
cetil-CoA in malonil-CoA, apparentemente super- 
flua, dato che la CO, viene liberata in questa tappa, 
va ricercata nella favorevole condizione termodina- 
mica che la concomitante decarbossilazione offre 
alla condensazione dei due residui. In altre parole la 
liberazione della CO, “pilota” la reazione verso la 
sintesi, spostando l’equilibrio in tal senso. A ciò va 


aggiunto quanto sopra detto sulle condizioni cellu- 
lari che, modulando l’attività della acetil-CoA car- 
bossilasi, favoriscono la conversione dell’acetil- 
CoA in malonil-CoA. 

L’acetoacetile viene ridotto a B-idrossibutirrile 
dalla P-chetoacil ACP riduttasi (4) a spese degli 
equivalenti riducenti di una molecola di NADPH. 
Si noti che il B-idrossibutirrile che si forma in que- 
sta reazione ha stereoisomeria D (-), mentre l’idros- 
sibutirril-CoA che si forma nella B-ossidazione de- 
gli acidi grassi ha stereoisomeria L (+). Per azione 
della B-idrossiacil-ACP deidratasi (5), il B-idrossi- 
butirrile perde una molecola d’acqua trasformando- 
si in 0,B-deidrobutirrile. Questo viene infine ridot- 
to in butirrile da una seconda molecola di NADPH 
per azione della enoil/-ACP riduttasi (6) . A questo 
punto del processo biosintetico, si ha un’acile a 4 
atomi di C posizionato sul gruppo tiolico dell’ ACP 
il quale è trasferito su quello della cisteina della B- 
chetoacil sintetasi. Un altro gruppo malonilico può 
così essere trasferito sul gruppo tiolico dell’ ACP ri- 
masto libero e iniziare così un altro ciclo di reazio- 
ni. Il processo biosintetico prosegue allungando la 
catena acilica con 2 atomi di C per ogni ciclo fino 
al punto in cui sull’ACP è presente un acile a 16-C 
(palmitoile). Interviene, quindi, una tioesterasi che 
libera il palmitato. La ragione del distacco va ricer- 
cata nella massima affinità della deacilasi per l’aci- 
le a 16 C e per la minima affinità dell’acido grasso 
sintetasi per lo stesso. La ghiandola mammaria fun- 
zionante dispone anche di altre deacilasi che stacca- 
no acili costituiti da 8, 10 e 12 atomi di C. Ciò è in 
linea con la capacità della ghiandola di formare i 
trigliceridi con acili a media catena che si ritrovano 
nel latte. 
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Figura 13.28 Ciclo della biosintesi degli acil-CoA 


(1) = Acetil-CoA:ACP transacilasi; (2) = malonil CoA:ACP transacilasi; (3) = B-chetoacil-ACP sintetasi; (4) = B-che- 
toacil-ACP-riduttasi; (5) = B-idrossiacil-ACP-deidratasi; (6) = enoil-ACP riduttasi; (7) = tiolestere idrolasi. 


Stechiometria della sintesi “de metilica (@) derivano direttamente dall’acetil-CoA, 
novo” d egli acidi grassi che può essere considerato il “primer” della reazio- 
ne. Tutti gli altri atomi di C derivano direttamente 

Considerando il meccanismo e la sequenza del- dal malonil-CoA, il quale trae sempre origine dal- 


le reazioni necessari per la biosintesi degli acidi, si l’acetil-CoA per azione dell’acetil-CoA carbossila- 
può concludere che i due atomi di C all’estremità si: 


— 


ACETIL-CoA 


MALONIL-CoA 





Se il “primer” fosse il propionil-CoA si forme- 
rebbe un acido grasso a numero dispari di C; se fos- 
se un acile a catena ramificata (es. metilmalonil- 
CoA) si formerebbe un acido grasso a catena rami- 
ficata. 

La stechiometria della sintesi del palmitato può 
essere così indicata: 


1) acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH 3 
> palmitato +7 CO, + 8 CoA + 14 NADP* + 6 H,0 


Ogni malonil-CoA deriva dall’acetil-CoA se- 
condo la seguente reazione: 


2) 7 acetil-CoA +7 CO,+7 ATP 3 
> 7 malonil-CoA + 7 ADP + 7 Pi 


Pertanto la stechiometria complessiva, somman- 
do le due reazioni, sarà: 


3) 8 acetil-CoA + 7 ATP + 14 NADPH è 
>  palmitato + 14 NADP* + 8 CoA + 6 H,0 + 7 
ADP + 7 Pi 
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Come risulta da queste relazioni, l’impiego 
energetico in forma di ATP per la sintesi degli acidi 
grassi è apparentemente modesto; si deve tuttavia 
considerare che: 1) l’acetil-CoA è esso stesso un 
composto ricco di energia (utilizzato nel ciclo di 
Krebs fornirebbe 9 ATP per molecola); 2) ogni 
NADPH, se gli equivalenti riducenti fossero trasfe- 
riti alla catena respiratoria, potrebbe fornire fino a 
2,5 molecole di ATP per ogni NADPH. Il dispendio 
energetico per la biosintesi di un acido grasso è per- 
ciò ragguardevole. 


Regolazione della sintesi degli 
acidi grassi 


I meccanismi preposti alla regolazione della bio- 
sintesi degli acidi grassi sono già stati descritti in 
precedenza e possono essere così brevemente rias- 
sunti. Un tipo di controllo, controllo a lungo termi- 
ne o controllo ‘‘adattativo”, è esercitato dall’espres- 
sione degli enzimi specificamente implicati nel pro- 
cesso: citrato liasi, enzima malico, acetil-CoA car- 
bossilasi e acido grasso sintetasi. Il contenuto epati- 
co di questi enzimi, che hanno tutti una breve emi- 
vita, diminuisce nel digiuno e nel diabete da caren- 
za insulinica ed aumenta in seguito a somministra- 
zione di glucosio e insulina. Quindi una dieta a 
contenuto relativamente elevato di glucidi, o un au- 
mento della loro utilizzazione metabolica, stimola 
la biosintesi degli enzimi adibiti alla lipogenesi, fa- 
vorendo la conversione dei glucidi in lipidi. 

Un altro tipo di controllo, controllo a breve ter- 
mine, è esercitato sulla acetil-CoA carbossilasi me- 
diante il meccanismo allosterico già descritto, con- 
sistente nel processo di “polimerizzazione-depoli- 
merizzazione” mediato dal citrato e dagli acil-CoA. 
L’attività dell’acetil-CoA carbossilasi è anche rego- 
lata dal processo di “fosforilazione - defosforilazio- 
ne” mediato da una chinasi cAMP dipendente e da 
una fosfatasi. La forma fosforilata è meno attiva di 
quella defosforilata (analogia con la glicogeno sin- 
tetasi). Così si spiega come il glucagone e l’adrena- 
lina, che stimolano la formazione di cAMP, inibi- 
scano il processo della lipogenesi. 


Metabolismo degli acidi grassi: 
confronto tra }-ossidazione e 
sintesi “de novo” 


Il processo della lipogenesi è distinto e indipen- 
dente da quello della B-ossidazione, ancora una vol- 
ta esemplificando il principio secondo il quale le 
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Figura 13.29 Allungamento mitocondriale del palmitoil-CoA 


vie anaboliche sono distinte dalle corrispondenti vie 
cataboliche. Le caratteristiche che differenziano i 
due processi sono così riassumibili. 

Localizzazione cellulare: la biosintesi ha sede 
nel citoplasma, la P-ossidazione nei mitocondri. 

Produzione o utilizzazione dell’acetil-CoA: la 
B-ossidazione produce solo molecole di acetil-CoA 
mentre la biosintesi utilizza acetil-CoA e malonil- 
CoA. 

Coenzimi ossidoriduttivi: la biosintesi per le 
tappe riduttive utilizza il NADPH , la B-ossidazio- 
ne nelle tappe ossidative utilizza FAD e NAD* 

Trasportatori dell’acile attivato: la biosintesi si 
avvale di una proteina (ACP), la B-ossidazione del 
coenzima A. 

Configurazione sterica dell’intermedio: {- 
idrossiacile nella biosintesi è D(-), nella B-ossida- 
zione L(+). 

Sistema enzimatico: gli enzimi della biosintesi, 
organizzati nella generalità degli animali e in gran 
parte dei microorganismi in un complesso multien- 
zimatico, sono distinti da quelli della B-ossidazione, 
che non sono fra loro associati. 

Stato energetico: una elevata disponibilità di 
ATP favorisce la lipogenesi, mentre una elevata di- 
sponibilità di ADP o AMP favorisce la B-ossidazio- 
ne. 

Stato nutrizionale: il digiuno favorisce la B-0s- 
sidazione, mentre l’alimentazione ricca di glucidi 
favorisce la lipogenesi. 


Allungamento della catena degli 


acidi grassi 


Dal palmitato, prodotto dalla sintesi “de novo” 
sl possono formare tutti gli altri acidi grassi saturi 
mediante allungamento della catena con due atomi 
di C per volta. Allo scopo esistono due distinti pro- 
cessi: quello mitocondriale, che utilizza acetil-CoA 
e quello sulla superficie del reticolo endoplasmati- 
co che invece utilizza malonil-CoA. 


Sistema mitocondriale. Il palmitato, attivato in 
palmitoil-CoA, entra nei mitocondri con il sistema 
di trasporto carnitina-dipendente e l’allungamento 
del palmitoil-CoA avviene con un processo inverso 
a quello della f-ossidazione: condensazione del 
palmitoil-CoA con l’acetil-CoA, riduzione NADH 
dipendente del chetoacil-CoA, deidratazione dell’i- 
drossiacil-CoA con produzione del c,}-trans-enoil- 
CoA. La riduzione di quest’ultimo a stearoil-CoA è 
catalizzata da una deidrogenasi NADPH-dipenden- 
te anziché FADH, come nel caso della B-ossidazio- 
ne (Fig. 13.29). 


Sistema microsomiale. L’allungamnento micro- 
somiale degli acidi grassi avviene con un meccani- 
smo simile a quello della sintesi “de novo” utiliz- 
zando malonil-CoA e gli equivalenti riducenti del 
NADPH. In questo processo, il palmitoile non è le- 
gato alla proteina trasportatrice di acili (ACP) ma 


——— | e 


viene trasferito dal CoA al malonil-CoA con libera- 
zione di CO) : 


2 NADPH — 2 NADP* 


palmitoil-CoA stearoil-CoA + CO, 


malonil-CoA CoA 


Desaturazione degli acidi grassi 


L’organismo animale è capace di desaturare gli 
acidi grassi saturi in acidi grassi monoenoici-cis. Sia 
il palmitoil-CoA che lo stearoil-CoA possono anda- 
re incontro al processo di desaturazione che consiste 
nell’introduzione di un doppio legame in posizione 
A? con produzione, rispettivamente di palmitoleoil- 
CoA (16:1 @-7) e oleoil-CoA (18:1 @-9). 


H MH O 
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H H 
stearoil-CoA 
NADPH O, 
NADP% 2 H,O 


n Om O 
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oleoil-CoA 

Il sistema enzimatico responsabile, denominato 
acil-CoA desaturasi, ha sede nelle membrane del 
reticolo endoplasmatico e richiede ossigeno mole- 
colare e NADPH. Questa desaturasi è un tipico 
esempio di ossidasi a funzione mista. Infatti, due 
differenti substrati (l’acido grasso ed il NADPH) 
vanno incontro simultaneamente ad ossidazione da 
parte dell’ossigeno molecolare. Il trasporto degli 
elettroni dai due substrati all’ossigeno avviene tra- 
mite il citocromo bs ed una flavoproteina: la cito- 
cromo B; riduttasi. 

A differenza delle cellule vegetali, quelle anima- 
li sono incapaci di introdurre un doppio legame ol- 
tre la posizione A°. Pertanto, gli acidi grassi poliisa- 
turi delle serie ©-6 e @-3, i quali hanno un doppio 
legame al di là di quella posizione, devono essere 
necessariamente assunti con la dieta e sono pertan- 
to definiti essenziali. 
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Gli animali sono tuttavia capaci di desaturare ul 
teriormente l’acido linoleico introdotto con la dieta, 
dopo attivazione in linoleoil-CoA, ricavando da 
questo l’acido arachidonico che, fra l’altro, è il pre- 
cursore delle prostaglandine (Fig 13.30). 

Con un processo analogo di allungamento e de- 
saturazioni è possibile trasformare l’ac. linolenico 
(18:3 @-3) in acido docosaesaenoico (22:6 ©-3, 
DHA), un acido grasso altamente insaturo di note- 
vole importanza biologica. Anche le desaturasi re- 
sponsabili di questi processi sono microsomiali e ri- 
chiedono O, e NADPH. 

La desaturazione degli acidi grassi è regolata in 
modo da assecondare la necessità dell’organismo 
ed in particolare in modo di mantenere l’optimum 
di fluidità dei lipidi di membrana. Infatti, l’attività 
della stearoil-CoA desaturasi del fegato aumenta 
considerevolmente in seguito ad alimentazione glu- 
cidica (i glucidi formano, come si è visto nella lipo- 
genesi, acidi grassi saturi), mentre diminuisce in se- 
guito a somministrazione di acidi grassi insaturi. 


METABOLISMO DEI TRIGLICERIDI 


Gli acidi grassi non si accumulano nella cellula 
in forma libera, ma appena formati, o assunti, ven- 
gono trasformati in acil-CoA per essere utilizzati 
nei processi biosintetici che portano alla formazio- 
ne di trigliceridi, glicerofosfolipidi, sfingolipidi e 
altri lipidi complessi. 


Sintesi dei trigliceridi 


La sintesi dei trigliceridi procede dagli acidi 
grassi attivati (acil-CoA) e dal glicerol-3-fosfato. 
Questo metabolita si forma per riduzione del dios- 
siacetone fosfato, intermedio della glicolisi, ad ope- 
ra della glicerolo-3-fosfato deidrogenasi NAD' -di- 
pendente (Fig. 13.31). 

Nel fegato il glicerolo-3-fosfato si può formare 
anche per fosforilazione del glicerolo a spese di 
ATP e per azione della glicerolo chinasi. 

La glicerolo-3-fosfato acil-trasferasi trasferisce 
l’acile, generalmente saturo, dall’acil-CoA alla po- 
sizione 1 del glicerolo-3-fosfato per formare l’acido 
lisofosfatidico. Questo viene acilato a spese di un 
secondo acil-CoA, generalmente insaturo, per azio- 
ne della lisofosfatidato aciltransferasi. Si forma l’a- 
cido fosfatidico, che può essere utilizzato anche per 
la sintesi dei glicerofosfolipidi. Per azione della fo- 
sfatidato fosfatasi, l’acido fosfatidico viene defo- 
sforilato in 1,2-digliceride e questo acilato, a spese 
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Figura 13.30 Allungamento e desaturazione del linoeoil-CoA con formazione dell’arachidonoil-CoA 


di un terzo acil-CoA, ad opera della digliceride: 
aciltransferasi. Si forma così il trigliceride. 

La specificità delle acil trasferasi fa sì che la di- 
stribuzione degli acili nei trigliceridi non sia casua- 
le; infatti 1 trigliceridi tissutali posseggono un acile 
saturo (palmitoile o stearoile) in posizione l; un aci- 
le mono- o polinsaturo (oleile, linoleile, ecc.) in po- 
sizione 2 ed un acile saturo o insaturo in posizione 
3. La digliceride: CoA acil transferasi è infatti meno 
specifica delle altre due. Queste acil transferasi so- 
no ubicate sia nei microsomi come nei perossisomi. 

SI ricorda che le cellule intestinali sono anche 
capaci di sintetizzare trigliceridi a partire del 2-mo- 
nogliceride e acil-CoA. 


METABOLISMO DEI 
GLICEROFOSFOLIPIDI 


I glicerofosfolipidi, componenti fondamentali 
delle membrane cellulari, vanno incontro ad un 
continuo “turnover” che rinnova in tutto o in parte 
la loro struttura molecolare. La velocità del “turno- 
ver” e la tipologia delle modificazioni delle mole- 
cole fosfolipidiche delle membrane dipendono dal- 
le funzioni e dai meccanismi ai quali le varie classi 
fosfolipidiche partecipano. Ad esempio, il turnover 
dei fosfoinositidi è particolarmente veloce nelle cel- 
lule eccitabili a causa della loro partecipazione alla 
trasduzione dei segnali (es. attivazione dei recettori 
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Figura 13.31 Sintesi dei trigliceridi 


(1) = Glicerolo-3-fosfato deidrogenasi; (2) = glicerolo chinasi (solo nel 
fegato); (3) = glicerolo-3-fosfato: acil-CoA transferasi; (4) = lisofosfatida- 
to: acil-CoA transferasi; (5) = fosfatidato fosfatasi; (6) = digliceride acil- 
transferasi. 


metabotropici del glutammato). Poiché il grado 
d’insaturazione degli acidi grassi dei glicerofosfoli- 
pidi svolge un ruolo rilevante nella modulazione 
della fluidità delle membrane, i processi preposti al- 
la formazione di specie molecolari di glicerofosfo- 


lipidi a diversa composizione in acidi grassi sono 
anch’essi di primaria importanza. Inoltre, dai glice- 
rofosfolipidi traggono origine anche importanti me- 


ni, leucotrieni, endocannabinoidi, fattore di attiva- 
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zione piastrinico (PAF) e lipossine in seguito all’at- 
tivazione di vie metaboliche specifiche di cui si par- 
lerà più avanti. 

Le varie classi di glicerofosfolipidi possono es- 
sere sintetizzate “de novo” oppure derivare da gli- 
cerofosfolipidi presenti nelle membrane cellulari 
mediante reazioni d’interconversione. Quest'ultimo 
meccanismo permette di trasformare una classe fo- 
sfolipidica in un’altra modificando la porzione po- 
lare delle molecole (es. fosfotidiletanolammina in 
fosfatidilcolina) oppure una specie molecolare in 
un’altra modificando la composizione in acidi gras- 
sl mediante un processo di deacilazione-reacilazio- 
ne (es. sostituzione di un acido grasso saturo con 
uno insaturo). 


Biosintesi “de novo”dei 
glicerofosfolipidi 


Dal punto di vista quantitativo la sintesi “de no- 
CHg 
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vo” dei glicerofosfolipidi ha luogo principalmente 
nel reticolo endoplasmatico delle cellule eucarioti- 
che. Mediante proteine specifiche (PLEP = 
“Phospholipid Exchange Proteins”) vengono poi 
distribuiti in altri comparti cellulari. 


Sintesi delle fosfatidilcolina (1,2-diacil-sn-gli- 
cero-3-fosfocolina) e della fosfatidiletanolammina 
(1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfoetanolammina). Il di- 
retto precursore metabolico lipidico di queste due 
classi di glicerofosfolipidi è 1° 1,2-diacilglicerolo che 
si ottiene dall’acido fosfatidico mediante l’azione 
idrolitica della fosfatidato fosfoidrolasi (Fig. 13.32). 

Per la sintesi della fosfatidilcolina, la colina de- 
ve essere attivata prima a fosfocolina e poi a CDP- 
colina. 

La prima reazione è catalizzata dalla colina chi- 
nasi, mentre la seconda è catalizzata dalla C7P:fo- 
sfocolina citidililtransferasi. Il prodotto di queste 
reazioni è la CDP-colina che rappresenta la forma 


+ 
HsN—CHs— CHo—OH 


Etanolamina 
ATP Etanolammina chinasi 
ADP 
O 
+ (E 
HgN-CHo_ CHo U_-P_O0 
| — 
Fosfoetanolamina O 
TP 
P Citidil-transferasi 
PPi 
O 
+ I pi 
HgN-CHo-CHs- 0- to O- i — citidina 
CDP-etanolammina® O 


Fosfoetanolamina- 
transferasi 


CMP 













H_—GO—O—-CH, 
r<6-0-d 
CH GE b O-CHo-CHo- NH; 
n 
Fosfatidiletanolammina 





Figura 13.32 Vie metaboliche per la sintesi de novo della fosfatidilcolina e della fosfatidiletanola- 
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attivata della fosfocolina che può quindi essere tra- 
sferita al diacilglicerolo ad opera della CDPcolina: 
digliceride fosfocolina trasferasi. Con una sequenza 
analoga di reazioni viene sintetizzata la fosfatidile- 
tanolammina. Gli enzimi implicati sono rispettiva- 
mente: etanolammina chinasi, CTP:fosfoetanola- 
mina citidililtransferasi e CDP-etanolammina: dia- 
cilglicerolo fosfoetanolammina transferasi (Fig. 
1332). 

Le chinasi e le citidililtransferasi sono enzimi ci- 
tosolici, mentre le altre transferasi sono localizzate 
nelle membrane del reticolo endoplasmatico. La 
principale regolazione di queste vie biosintetiche è 
esercitata a livello della formazione di CDP-colina 
e CDP-etanolammina ad opera delle rispettive citi- 
diltransferasi. 


Sintesi degli alchil e alchenil glicerofosfolipidi. I gli- 
cerofosfolipidi con legame etereo (1-alchil-2-acil- 
sn-glicero-3-fosfocolina o fosfoetanolammina) 
vengono sintetizzati con vie metaboliche analoghe 


DHAP acil trasferasi 
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a quelle riportate per i diacilglicerofosfolipidi In 
questo caso la fosfocolina o la fosfoetanolammina 
vengono trasferite rispettivamente dalla CDP-coli- 
na o dalla CDP-etanolammina al /-a/chil-2-acil-sn- 
glicerolo. Questo si viene a formare dal 1-acildii- 
drossiacetone fosfato il cui gruppo acilico viene so- 
stituito da un alcole a lunga catena, reazione cataliz- 
zata dalla 1-alchil diidrossiacetone fosfato (alchil- 
DHAP) sintasi (Fig. 13.33). L’alchil-DHAP viene 
poi ridotto da una riduttasi NADPH-dipendente e 
poi acilato. Le stesse fosfocolina e fosfoetanolam- 
mina transferasi, che catalizzano la formazione del- 
la fosfatidilcolina o della fosfatidiletanolammina, 
trasformano l’alchilacilglicerolo nei corrispondenti 
glicerofosfolipidi. 

Dagli 1-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocolina 0 
fosfoetanolammina si possono formare i corrispon- 
denti p/asmalogeni (1-alchenil-2-acil-sn-fosfocoli- 
na o fosfoetanolammina) mediante desaturasi spe- 
cifiche. 

Inoltre, 1°1-alchil-2-acil-sn-glicero-3-fosfocoli- 
na è il precursore del fattore di attivazione piastrini- 
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co (PAF) mediante un rimodellamento della mole- 
cola che consiste nella rimozione dell’acido grasso 
a lunga catena dalla posizione C-2 ad opera di una 
fosfolipasi A, e la sua sostituzione con un gruppo 
acetilico, donato dall’acetil-CoA ad opera di una 
acetiltrasferasi. 


Sintesi dei glicerofosfolipidi anionici. Con il ter- 
mine glicerofosfatidi anionici vengono indicati i /0- 
sfoinositidi, il fosfatidilglicerolo, la cardiolipina e 
la fosfatidilserina poiché al pH cellulare posseggo- 
no una o più cariche negative. Nei mammiferi, le 
vie metaboliche per la sintesi di questi fosfolipidi, 
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ad esclusione della fosfatidilserina, hanno in comu- 
ne l’intermedio CDP-digliceride che rappresenta la 
forma attivata del diacilglicerolo. Questo metaboli- 
ta si ottiene per trasferimento del CMP dal CTP al- 
l’acido fosfatididico ad opera della CTP:fosfatidato 
citidililtransferasi (Fig. 13.34). 

In tutti gli organismi, per azione delle relative 
trasferasi, il CDP-digliceride scambia il CMP con il 
glicerolo-3-fosfato o con l’inositolo (che può esse- 
re biosintetizzato a partire dal glucosio-6-P) per for- 
mare fosfatidilglicerofosfato e fosfatidilinositolo, 
rispettivamente. Il fosfatidilglicerofosfato viene poi 
defosforilato da una specifica fosfatasi in fosfatidil- 
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Figura 13-34. Biosintesi dei glicerofosfatidi anionici 


(1) CTP:fosfatidato citidilil transferasi; (2) fosfatidilinositolo sintasi; (3) fosfatidilinositolo chinasi; (4) fostatidilinositolo- 
4-P chinasi; (5) glicerolofosfato fosfatidiltransferasi; (6) fosfatidilglicerolofosfato fosfatasi; (7) cardiolipina sintetasi. 


glicerolo e questo, reagendo con una seconda mole- 
cola di CDP-digliceride, forma la cardiolipina (bis- 
fosfatidilglicerolo), liberando una molecola di 
CMP. Il fosfatidilinositolo può essere convertito in 
fosfatidilinositolo-4’-fosfato e in fosfatidilinosito- 
lo-4°,5°-difosfato ad opera di specifiche chinasi, 
ATP dipendenti, collocate nella membrana plasma- 
tica. 

I batteri possono sintetizzare la fosfatidilserina 
con un meccanismo analogo a quello per la sintesi 
del fosfatidilinositolo trasferendo il fosfatidato dal 
CDP-digliceride alla serina. 


Sintesi di glicerofosfolipidi 
mediante reazioni 
d’interconversione 


Nei mammiferi la fosfatidilserina viene sintetiz- 
zata a partire da glicerofosfolipidi di membrana me- 
diante una reazione Ca°?*-dipendente catalizzata da 
un enzima noto come “enzima dello scambio delle 
basi”' e più recentemente denominato fosfatidilseri- 
na sintasi di cui sembra esistano più isoforme. 
L’enzima è localizzato nelle membrane del reticolo 
endoplasmatico e nella membrana plasmatica. Con 
questa reazione la serina sostituisce la base azotata 
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della fosfatidiletanolamina o della fosfatidilcolina 
liberando rispettivamente etanolammina o colina 
(Fig. 13.35). Anche la fosfatidiletanolammina e la 
fosfatidilcolina potrebbero essere sintetizzate per 
scambio delle basi ma queste reazioni sono quanti- 
tativamente meno importanti poiché questi fosfoli- 
pidi sono sintetizzati prevalentemente per la via ‘de 
novo”. 

La regolazione dei livelli di fosfatidilserina nel- 
la membrana plasmatica delle cellule riveste una 
particolare importanza poiché questo fosfolipide, 
principalmente presente nel foglietto citosolico, in- 
teragisce con numerose proteine coinvolte nella se- 
gnalazione cellulare, inclusa la proteina chinasi C 
(PKC). Inoltre, la fosfatidilserina viene esposta sul- 
la superficie esterna nelle cellule apoptotiche, even- 
to che pemette il loro riconoscimento da parte dei 
macrofagi. 

La fosfatidilserina può essere convertita in fo- 
sfatidiletanolamina per decarbossilazione ad opera 
di un enzima mitocondriale, fosfatidilserina decar- 
bossilasi. 

Un’altra importante reazione d’interconversione 
fosfolipidica è quella che trasforma la fosfatidileta- 
nolamina in fosfatidilcolina mediante un trasferi- 
mento di tre gruppi metilici dalla S-adenosilmetio- 
nina, reazione catalizzata da N-metiltrasferasi. 
Questa reazione è quantitativamente rilevante nel 


Fosfatidiletanolammina 
R-CO=t0= pa Ti 


O- 


+ 
died 1 —NH3 


Colina 


ai 


COOT 
Serina 


Etanolammina 


Fosfatidilserina 


Figura 13.35 Sintesi della fosfatidilserina per scambio di basi 
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fegato e permette al nostro organismo di sintetizza- 
re la colina. 

Reazioni d’interconversione fosfolipidica pos- 
sono essere considerate anche quelle che modifica- 
no la composizione in acidi grassi di singole mole- 
cole fosfolipidiche. Anche queste reazioni rivestono 
una particolare importanza perché, ad esempio, la 
sostituzione di un acido grasso saturo o monoinsa- 
turo con uno poliinsaturo modifica le caratteristiche 
chimico-fisiche della molecola e, se inserita nelle 
membrane, ne può modificare alcune proprietà. 
Considerando che nei tessuti di mammifero sono 
state identificate più di 100 specie molecolari di gli- 
cerofosfolipidi, risulta evidente che esistano nelle 
cellule diversi sistemi enzimatici per permettere la 
loro formazione mediante meccanismi di rimodella- 
mento della composizione in acidi grassi. Esistono 
essenzialmente due meccanismi per operare queste 
interconversioni. Il più noto è quello definito di 
deacilazione-reacilazione in cui un acido grasso 
viene rimosso da una molecola fosfolipidica per 
azione di una fosfolipasi A; o A, (Fig. 13.36). Nel 
primo caso si forma un 2-acil-lisofosfolipide men- 
tre nel secondo caso il prodotto è 1° 1-acil-lisofosfo- 
lipide. Questi prodotti vengono poi reacilati per tra- 
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sferimento di un acido grasso dal CoA al lisofosfo- 
lipide. Questa reazione è catalizzata da aci/-CoA: 2- 
acil-lisofosfolipide aciltransferasi con una spiccata 
specificità per gli acili saturi o da una aci/-CoA: 1- 
acil-lisofosfolipide aciltransferasi più specifico per 
gli acili insaturi. È grazie a questo meccanismo che 
in genere gli acidi grassi saturi si trovano legati al 
C-1 del glicerolo mentre quelli insaturi sono in ge- 
nere presenti nel C-2. 

E mediante questo ciclo di ““deacilazione-acila- 
zione” che le cellule epiteliali degli alveoli polmo- 
nari formano la dipalmitoilfosfatidilcolina, una le- 
citina satura denominata sur/attante, in quanto, es- 
sendo capace di diminuire la tensione superficiale 
negli alveoli, facilita gli scambi gassosi polmonari. 
Infatti, la dipalmitoilfosfatidilcolina, lecitina atipica 
in quanto costituita da due acili saturi, si forma nel- 
le cellule polmonari per acilazione della lisolecitina 
derivante per deacilazione di una normale lecitina e 
per successiva acilazione mediata da una aciltran- 
sferasi atipica, in quanto capace di trasferire sulla 
posizione 2 un palmitoile anziché un acile insaturo. 

L’altro meccanismo per il rimodellamento delle 
molecole fosfolipidiche utilizza transacilasi. Questi 
enzimi trasferiscono direttamente l’acido grasso da 
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Figura 13.36 Deacilazione-reacilazione della fosfatidilcolina 








Figura 13.37 Catabolismo dei glicerofosfolipidi 
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10 fosfoidrolasi | 


X: colina, etanolammina, etc.; PLA;: fosfolipasi A}; PLA9: fosfolipasi Ag; PLB: lisofosfolipasi; PLC: fosfolipasi C; PLD: 


fosfolipasi Dj DAG: diacilglicerolo; MG: monogliceride. 


un fosfogliceride (donatore) ad un lisofosfolipide 
(accettore). In questo caso, non si ha l’acido grasso 
libero come intermedio. Quest'ultimo processo ri- 


veste particolare importanza per la formazione del-' 


le specie molecolari ad un alto contenuto di acidi 
grassi poliinsaturi nel C-2 dei plasmalogeni. 


Catabolismo dei glicerofosfolipidi 


I glicerofosfolipidi possono essere degradati ad 
opera di fosfolipasi che iniziano vie metaboliche 
che portano alla formazione di acidi grassi e di di- 
versi derivati idrosolubili a seconda della classe fo- 
sfolipidica. In Fig. 13.37 è riportata una schematiz- 
zazione di tali processi. 

Le fosfolipasi A; , di cui esistono diverse isofor- 
me, sono in genere presenti nel reticolo endopla- 
smatico delle cellule animali e catalizzano il distac- 
co idrolitico dell’acido grasso esterificato in posi- 
zione C-1. Le fosfolipasi A, liberano l’acido grasso, 
generalmente insaturo o poliinsaturo dalla posizio- 
ne C-2 della molecola fosfolipidica. 

Anche di questi enzimi esistono diverse isoforme 
che vengono raggruppate comunemente in 3 classi 
principali a seconda delle loro proprietà e localizza- 
zione cellulare:  citosoliche  Ca°*-dipendenti 
(cPLA.), citosoliche Ca°*-indipendenti (iPLA;) e 


secretorie (sPLA;). Le cPLA, hanno un peso mole- 
colare di 80-100 kDa e possono essere attivate me- 
diante fosforilazione da diverse proteine chinasi. Per 
la loro marcata specificità per l’acido arachidonico e 
perché richiedono concentrazioni di Ca?* micromo- 
lari per la massima attività, sono ritenute le principa- 
li responsabili per la liberazione di questo acido 
grasso che è substrato per attività delle cic/oossige- 
nasi e delle /ipoossigenasi che portano alla sintesi di 
eicosanoidi. Alle iPLA, è spesso attribuita la funzio- 
ne nel rimodellamento molecolare dei fosfogliceridi 
(‘“house-keeping”) ma esse anche partecipano alla 
dilcolina e l’acido lisofosfatidico. 

Le fosfolipasi secretorie (sPLA;) sono così chia- 
mate perché secrete da diversi tipi cellulari in parti- 
colare da quelle infiammatorie. Hanno un peso mo- 
lecolare relativamente piccolo (14-16 kDa) e nei 
mammiferi ne sono state identificate 12 isoforme. A 
questa classe di enzimi sono state attribuite diverse 
funzioni oltre a quella di contribuire alla liberazio- 
ne di arachidonato. Infatti, alcune isoforme hanno 
spiccate attività anti-batteriche in quanto in grado di 
idrolizzare componenti fosfolipiche delle loro 
membrane. Inoltre, essendo contenute nelle vesci- 
cole sinaptiche, partecipano ai meccanismi preposti 
al rilascio di neurotrasmettitori. Enzimi appartenen- 
ti a questa classe sono presenti nei veleni di serpen- 
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ti e d’insetti e a loro sono attribuite le proprietà neu- 
rotossiche ed emolitiche. 

I lisofosfolipidi, prodotti dell’attività delle PLA, 
o delle PLA, vengono idrolizzati da lisofosfolipasi 
o, come descritto in precedenza, reacilati al fine di 
impedirne l’accumulo nelle membrane, potenzial- 
mente dannoso per le proprietà tensioattive di que- 
ste molecole. Pertanto, l’azione sequenziale di fo- 
sfolipasi A e lisofosfolipasi porta alla liberazione di 


I 
CHy — (CH.),j _C- SCOA HOOC- 
palmitoil-CoA 


ambedue gli acidi grassi e derivati idrosolubili del 
glicerolo. 

L’azione di fosfolipasi C (PLC), presente nelle 
membrane plasmatiche, porta alla formazione di 
diacilgliceroli e molecole idrosubili diverse a se- 
conda del classe fosfolipidica idrolizzata. Di parti- 
colare rilevanza sono le PLC specifiche per il fosfa- 
tidilinositolo-4,5-bisfosfato che partecipano alla 
trasduzione dei segnali trasmembrana. 
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Figura 13.38 Biosintesi del cera- 
mide 


PIR-P = piridossal-fosfato. R = resto aci- 
lico. 


Alla produzione di mediatori lipidici partecipa- 
no anche fosfolipasi D (PLD) che trasformano la fo- 
sfatidilcolina o la fosfatidiletanolamina in acido fo- 
sfatidico che ad opera di PLA, origina /isofosfatida- 
to, una importante molecola segnale in diversi pro- 
cessi cellulari. 


METABOLISMO DEGLI 
SFINGOLIPIDI 


Gli sfingolipidi hanno come componente comu- 
ne il ceramide, costituito da un acido grasso di 14- 
26 atomi di C, unito alla sfingosina (in prevalenza 
C18eC 20)o, più raramente alla diidrosfingosina, 
con legame carbammidico. La presenza di questo 
legame, che può consentire lo stabilirsi di due lega- 
mi ad idrogeno, conferisce particolari proprietà ag- 
gregative alle molecole sfingolipidiche presenti nel- 
le membrane, quale quella di favorire la formazio- 
ne di “microdomini” separati (‘“/ipid rafts’’) ope- 
ranti da stazioni di ricezione e trasmissione di se- 
gnali provenienti dall’ambiente extracellulare. 
Questa propensione può raggiungere livelli di ele- 
vata specificità quando al ceramide siano ancorati 
resti saccaridici (glicosfingolipidi). Un’altra carat- 
teristica degli sfingolipidi è la possibilità di agire da 
mediatori nella trasduzione di segnali operativi nei 
processi di differenziamento e proliferazione cellu- 


lare, nell’infiammazione e nell’apoptosi. Il metabo- 


lismo degli sfingolipidi va quindi inquadrato in uno 
scenario funzionale di particolare complessità. Qui 
verrà trattato il metabolismo degli sfingolipidi più 
semplici (sfingosina, ceramide) e dei fosfosfingoli- 
pidi (sfingomielina), mentre quello riguardante 1 
glicosfingolipidi verrà illustrato nel capitolo 
“Metabolismo dei glicoconiugati”. 


Biosintesi di sfingosina, ceramide e 
sfingomielina 


La sfingosina si forma per interazione fra due 
precursori: il palmitoil-CoA (o stearoil-CoA), che 
vi contribuisce con i suoi 16 C (o 18 C) e la serina 
che vi apporta 2 C (Fig. 13.38). La reazione, cata- 
lizzata dalla 3-cheto-diidrosfingolo sintetasi, preve- 
de innanzitutto la condensazione della serina con il 
piridossal-fosfato. Successivamente i due precurso- 
ri si legano fra di loro, con concomitante decarbos- 
silazione della serina, formando 3-cheto-diidrosfin- 
golo. Il 3-cheto-diidrosfingolo viene quindi ridotto, 
con intervento di una reduttasi NADH dipendente, a 
diidrosfingolo (o sfinganina), che a sua volta viene 
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Fosfatidilcolina 
CERAMIDE 









Sfingomielina sintetasi 


CDP-colina Diacilglicerolo 
CDP-colina ceramide 


fosforil-colina transferasi 


FINGOMIELINA 
CMP viti 


Figura 13.39 Biosintesi della sfingomielina 


(1) Sfingomielina sintetasi; (2) CDP-colina ceramide fo- 
sforil-colina transferasi. 


acilata a diidroceramide da un acil-CoA a lunga ca- 
tena per azione della diidrosfingolo: N-aciltransfe- 
rasi. Il diidroceramide è quindi deidrogenato a ce- 
ramide da una ossigenasi NADPH dipendente, con 
intervento di O, e formazione di acqua. Poiché l’a- 
cilazione interessa il gruppo-NH-; si viene a forma- 
re un legame carboammidico, donde appunto il no- 
me di ceramide. La sfingomielina (il più significati- 
vo fosfosfingolipide) si forma per esterificazione 
del ceramide con la fosforilcolina con due modalità 
(Fig. 13.39). La prima, nettamente prevalente, con- 
siste nel trasferimento della fosforilcolina dalla fo- 
sfatidilcolina al ceramide, ad opera di una sfingo- 
mielina sintetasi, enzima di scambio. Da ricordare 
che questa reazione può procedere anche all’inver- 
so, con formazione di ceramide e fosfatidilcolina. 
Nella seconda modalità il donatore di fosforilcolina 
è la CDP-colina e l’enzima coinvolto è la CDP-co- 
lina: ceramide fosforilcolina transferasi. 

Gli enzimi implicati nella biosintesi del cerami- 
de sono contenuti nella membrana del reticolo en- 
doplasmatico ed operano sulla superficie citosolica 
della stessa, cui restano ancorati i prodotti di reazio- 
ne (Fig. 13.40). Invece, gli enzimi operanti nella 
biosintesi della sfingomielina hanno sede nelle ci- 
sterne dell’apparato del Golgi ed hanno il sito atti- 
vo sulla faccia luminale della membrana delle ci- 
sterne stesse, nella quale è inserito il prodotto di 
reazione (Fig. 13.40). Il ceramide viene trasportato 
dal reticolo endoplasmatico ad una cisterna dell’ap- 
parato del Golgi (cis-Golgi) e traslocato dalla fac- 
cia citosolica a quella luminale della membrana ci- 
sternale, in modo da essere disponibile alla sfingo- 
mielina sintetasi. 

Il trasporto del ceramide dal reticolo endopla- 
smatico all’apparato del Golgi può avvenire per via 
vescicolare, cioè contenuto in una vescicola che 
“semma” dal reticolo endoplasmatico e si fonde 
sulla membrana cisternale, oppure per ancoraggio 
ad un trasportatore specifico di natura proteica, de- 
nominato CERT (“ceramide transporter”). È ac- 
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Figura 13.40 Sedi subcellulari degli enzimi implicati nel metabolismo della sfingosina, ceramide e 
sfingomielina. Traffico intracellulare delle stesse molecole 


(1) 3-cheto-diidrosfingolo sintetasi; (2) 3-cheto-sfingolo reduttasi; (3) diidrosfingolo-N-acetiltransferasi; (4) diidrocera- 
mide ossidasi; (5) sfingosina chinasi; (6) sfingosina-1-fosfato liasi; (7) sfingomielina sintasi; (8) ceramide glucosiltran- 
sferasi; (9) galattosiltransferasi; (10) sialosil-transferasi; (11) sfingomielinasi neutra; (12) ceramide chinasi; (13) varie 
glicoidrolasi; (14) sfingomielinasi acida; (15) ceramidasi acida. 

si = ceramide; Pe = sfingomielina; lg = glucosilceramide; p_ = ceramide fosfato; 

g' = ganglioside; 0 = flippasi. 


certato che il trasporto via CERT è specifico per la 
trasformazione del ceramide in sfingomielina, men- 
tre quella vescicolare per il coinvolgimento del ce- 
ramide nella biosintesi dei glicosfingolipidi. 

La sfingosina può essere fosforilata a sfingosi- 
na-1-fosfato per azione della sfingosina chinasi, e 
la sfingosina-1-fosfato defosforilata a sfingosina ad 
opera di una fosfatasi specifica: 


NH, 
o m___—_—6TTPTT_P——- 
OH 
ATP Pi 
AD fosfatasi 
NH, 
ÙU o 

OH 


Da notare che la sfingosina-1-fosfato, che opera 
come mediatore di segnali all’interno della cellula, 
può anche essere secreta dalla cellula e interagire 
con recettori specifici di cellule vicine funzionando 
così come ormone paracrino. Ad analogo processo 
di fosforilazione-defosforilazione è assoggettata 
anche la sfinganina. 

Pure il ceramide può essere fosforilato a cerami- 
de-fosfato per azione della ceramide chinasi e il ce- 
ramide-fosfato defosforilato a ceramide per azione 
di una fosfatasi specifica: 


a ai 


Ceramide i p 


OH 

La sfingosina può anche essere metilata, ad ope- 
ra di una sfingosina-N-metilasi con formazione di 
N-dimetilsfingosina: 
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Degradazione di sfingosina, 
ceramide e sfingomielina 


Il flusso catabolico della sfingomielina e del ce- 
ramide si svolge nei lisosomi o in altri comparti- 
menti cellulari acidi quali gli endosomi, ed è cata- 
lizzato dalla sfingomielinasi acida, che idrolizza la 
sfingomielina in fosforilcolina e ceramide, e dalla 
ceramidasi acida che scinde il ceramide in sfingo- 
sina e acido grasso: 
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La prosecuzione del destino catabolico della 
sfingosina implica la fuoriuscita della stessa dai li- 
sosomi, la successiva fosforilazione a sfingosina-1- 
fosfato e l’attacco di questa da parte di una sfingo- 
sina-fosfato liasi, presente sulla faccia citoplasma- 
tica della membrana reticolare, con formazione de/- 
l’aldeide trans-2-esadecenale ed etanolammina-fo- 
sfato. Il trans-2-esadecenale viene poi ossidato ad 
acido grasso. 

La sfingomielina può anche essere idrolizzata da 
una sfingomielinasi neutra (a pH ottimale neutro) 
localizzata nella membrana plasmatica e nell’appa- 
rato del Golgi, e da una sfingomielinasi alcalina (a 
pH ottimale basico), presente pure nell’apparato del 
Golgi. Anche il ceramide può essere attaccato da 
una ceramidasi a sede extralisosomale e con pH ot- 
timale neutro o alcalino. La ceramidasi neutra è lo- 
calizzata nella membrana plasmatica, dove può agi- 
re sul ceramide ivi presente, e nei mitocondri. La 
ceramidasi alcalina esiste in diverse forme, presen- 
ti una nell’apparato del Golgi, una nel reticolo en- 
doplasmatico (questo enzima ha maggiore affinità 
per i ceramidi contenenti acidi grassi a catena mol- 
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to lunga e mono-insaturi, per esempio C24:1) e 
un’altra specifica per i fito-ceramidi di possibile 
origine alimentare. 

Il metabolismo degli sfingolipidi è particolar- 
mente intenso e dispendioso sul piano energetico. 
Ciò dà ragione dell’esistenza di un efficiente siste- 
ma di riciclo metabolico (vie metaboliche di recu- 
pero o “salvataggio ”’) che, a seconda dei tipi cellu- 
lari, sostiene dal 50 al 90% dell’intero impegno bio- 
sintetico (vedi anche Fig. 13.40). Attraverso questo 
sistema prodotti più semplici, quali la sfingosina e 
il ceramide, formatisi nei processi degradativi, ven- 
gono reinseriti nelle operazioni biosintetiche ridu- 
cendo così la produzione di cataboliti terminali qua- 
li il trans-2-esadecenale. Importante, al riguardo, è 
il ruolo dei lisosomi, provvisti di “carrier” specifici 
attraverso 1 quali prodotti quali ceramide , sfingosi- 
na e acidi grassi, vengono estrusi nel citosol e mes- 
sI a disposizione degli organelli cellulari deputati 
alle biosintesi sfingolipidiche. 

Il quadro generale del metabolismo sfingolipidi- 
co è esposto nella Fig. 13.41. 


Malattie da alterato metabolismo 
di sfingolipidi (non glicosilati) 


La mancanza ereditaria di uno degli enzimi adi- 
biti alla demolizione della sfingomielina o del cera- 
mide determina malattie caratterizzate da abnorme 
accumulo di questi composti in vari organi e tessu- 
ti. Queste malattie fanno parte del più ampio ambi- 
to delle sfingolipidosi (che includono anche le gli- 
cosfingolipidosi, vedi Capitolo “Metabolismo dei 
glicoconiugati”) che, a loro volta, fanno parte del 
vasto gruppo delle ma/attie lisosomali, in quanto gli 
enzimi idrolitici interessati sono contenuti nei liso- 
somi. I bambini che ne sono affetti solitamente non 
sopravvivono ai primissimi anni di vita. Sono però 
note forme “giovanili” o “adulte” di queste malat- 
tie, con caratteristiche di minore gravità. 

Tra le sfingolipidosi pertinenti a questo capitolo 
citiamo: l 

Morbo di Nieman-Pick. E dovuto a deficienza 
di sfingomielinasi acida, l’enzima lisosomale che 
idrolizza le sfingomieline in ceramide e fosforilco- 
lina. Conseguentemente si ha accumulo di sfingo- 
mielina nel reticolo endoteliare dei vari tessuti ed in 
particolare del fegato e della milza (epatosplenome- 
galia) e nel tessuto nervoso con ritardo mentale e 
vari sintomi neurologici. 

Morbo di Farber. È dovuto a deficienza di cera- 
midasi acida, l’enzima lisosomale che idrolizza il 
ceramide in sfingosina e acido grasso. Conse- 
guentemente si ha accumulo di ceramide ed altri 
sfingolipidi in forma di noduli sottocutanei partico- 


larmente in vicinanza delle articolazioni, che si de- 
formano e diventano dolenti. E anche chiamata li- 
pogranulomatosi. 


METABOLISMO DEL 
COLESTEROLO 


Il colesterolo, importante costituente delle mem- 
brane cellulari, è anche il precursore di molecole di 
notevole importanza biologica, comunemente indi- 
cati come steroidi. A questa classe appartengono gli 
ormoni steroidei prodotti dal surrene e dalle gonadi, 
la vitamina D e gli acidi biliari. 

Nei mammiferi, il colesterolo viene assunto in 
parte con la dieta ma la maggior parte proviene dal- 
la sintesi endogena che ha luogo prevalentemente 
nel fegato. Della distribuzione del colesterolo dal- 


l’intestino e dal fegato agli altri organi e tessuti si è 


già trattato in precedenza. Pertanto, qui ci si limite- 
rà alla descrizione delle tappe metaboliche che por- 
tano alla sintesi del colesterolo e alla sua trasforma- 
zione in sali biliari. La comprensione del metaboli- 
smo del colesterolo e della sua regolazione riveste 
particolare interesse, in quanto alcune patologie va- 
scolari fra le più diffuse (aterosclerosi, infarto del 
miocardio, trombosi cerebrale) hanno certamente 
qualche nesso con una sua alterazione. 


Biosintesi del colesterolo 


La biosintesi del colesterolo, che ha sede cito- 
plasmatica, può essere suddivisa in tre fasi: 


Acetil-CoA (Co) 

| fase 
Mevalonato (Ce) 

Il fase 
Squalene (C80) 

Ill fase 
Colesterolo (C57) 


I° Fase: formazione del mevalonato. Per azione 
della acetoacetil-CoA sintetasi (1) due molecole di 
acetil-CoA si condensano per formare una moleco- 
la di acetoacetil-CoA, il quale, con l’intervento del- 
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(A) Metabolismo della sfinganina 


Palmitoil-CoA Serina 


Bg 


3-chetosfinganina 


Sfinganina-1-fosfato 


© 


Palmitaldeide Etanolamina- 
fosfato 








Diidroceramide 


Metabolismo della sfingosina 
Ceramide 





N,N-dimetil 


sfingosina ‘ Psicosina 








)® 


Sfingosina-1-fosfato 


Trans-2-esadecenale «ZA Etanolamina-fosfato 


(Cc) Metabolismo del ceramide 


Sfingosina Diidroceramide 





Galattosil-ceramide 
© | co) ua; 
dj, » ® 
i 7 
Solfatide Gangliosidi 
Figura 13.41 Rappresentazione schematica del metabolismo sfingolipidico 


Enzimi coinvolti: (1) serina palmitoil-transferasi; (2) 3-cheto sfinganina reduttasi; (3) diidroceramide sintasi; (4) base 
sfingoide chinasi; (5) base sfingoide-1-fosfato liasi; (6) ceramidasi; (7) sfingosina galattosil-transferasi; (8) base sfin- 
goide-fosfato fosfatasi; (9) sfingosina-N-metil transferasi; (10) diidroceramide desaturasi; (11) ceramide chinasi; (12) 
sfingomielina sintasi; (13) sfingomielinasi; (14) ceramide glucosil-transferasi; (15) B-glucosidasi; (16) ceramide galat- 
fosi-irarsferasi (17) p-galattosidasi; (18) ceramide-fosfoetanolamina sintetasi; (19) arilsolfatasi A; (20) galattosil-ce- 
ramide solfato transferasi; (21) esoglicoidrolasi; (22) glicosil-transferasi. | 
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Figura 13.42 Biosintesi del mevalonato 


glutaril-CoA 


(1) acetoacetil-CoA sintetasi; (2) B-idrossi-B-metilglutaril-CoA sintetasi; (3) B-idrossi-B-metilglutaril-CoA riduttasi. 


la B-idrossi-p-metilglutaril-CoA sintetasi (2) si con- 
densa con una terza molecola di acetil-CoA per for- 
mare il B-idrossi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). 
Il processo, chimicamente identico a quello della 
chetogenesi mitocondriale, si svolge nel citopla- 
sma, essendo le due predette sintetasi associate al 
reticolo endoplasmatico e distinguibili per proprie- 
tà molecolari dalle corrispondenti sintetasi mito- 
condriali adibite alla chetogenesi. 

Il P-idrossi-B-metilglutaril-CoA subisce una ri- 
duzione catalizzata dalla £-idrossi-B-metilglutaril- 
CoA reduttasi (HMG-CoA reduttasi) NADPH di- 
pendente, pure associata al reticolo endoplasmatico, 
che trasforma il tioestere carbonilico in alcool pri- 
mario (mevalonato). Questa reazione, che controlla 
l’intera sintesi del colesterolo, implica l’utilizzazio- 
ne di due molecole di NADPH (Fig. 13.42). 

II° Fase: formazione dello squalene. In tre suc- 
cessive fosforilazioni sostenute da tre molecole di 
ATP, il mevalonato viene trasformato in 3-fosfo-5- 
piro-fosfomevalonato. Spontaneamente questo in- 
termedio perde una molecola di CO, ed una di fo- 
sfato per formare 3-isopentenil pirofosfato, che in 
parte viene isomerizzato a 3,3’-dimetilallil pirofo- 
sfato (Fig. 13.43). Questi due composti sono le uni- 
tà isoprenoidi, dalla cui polimerizzazione si forma 
lo squalene, il precursore lineare, a catena ramifica- 
ta, del colesterolo. 

In dettaglio, i due isomeri 3-isopentenil pirofo- 
sfato e 3,3°-dimetilallil pirofosfato si condensano 
per formare un intermedio a 10 C, il gerani! pirofo- 
sfato, che a sua volta si condensa con un’altra unità 
isoprenica per formare un intermedio a 15 C, il far- 
nesil pirofosfato (Fig. 13.44). Due molecole di far- 
nesil pirofosfato in una reazione riduttiva, a spese di 
NADPH, si condensano per formare squalene, un 
idrocarburo insaturo a 30 C. La condensazione co- 


involge i due atomi di carbonio pirofosforilati, con 
eliminazione di 2 molecole di pirofosfato (PPi). 
III* Fase: ciclizzazione dello squalene. Lo 
squalene viene ciclizzato da una ciclasi in lanoste- 
rolo (C30) e questo, per perdita di 3 metili e migra- 
zione di doppi legami, viene trasformato in coleste- 
rolo (C 27) (Fig. 13.45). Prima della ciclizzazione 


‘ lo squalene viene idrossilato in posizione 3 dalla 


squalene monoossigenasi, un’altra ossidasi a fun- 
zione mista. 

Nella serie di reazioni di questa fase, dallo squa- 
lene al colesterolo, gli intermedi, insolubili in ac- 
qua, reagiscono legati ad una proteina carrier (SCP 
= sterol carrier protein). Anche il colesterolo cellu- 
lare è in buona parte legato a questa proteina ed è in 
questa forma di combinazione che il colesterolo ini- 
bisce l’attività della HMG-COA riduttasi (vedi ol- 
tre), 

La sintesi di una molecola di colesterolo richie- 
de dunque 18 molecole di acetil-CoA, 18 di ATP e 
16 di NADPH. Solo 27 dei 36 C sono incorporati 
nel colesterolo, i rimanenti vengono perduti come 
CO); (vedi formazione del 2-isopentenil pirofosfato 
e trasformazione del lanosterolo in colesterolo). 
L’acetil-CoA necessario per la sintesi del colestero- 
lo, analogamente a quello utilizzato per la sintesi 
degli acidi grassi, è di origine mitocondriale e è tra- 
sportato nel citoplasma dal citrato. 

Un uomo adulto sintetizza normalmente fino a l 
g di colesterolo nelle 24 ore e ne assume 300 mg 
circa con la dieta. L’assunzione di una quantità più 
elevata di colesterolo con la dieta riduce proporzio- 
nalmente la quantità sintetizzata (vedi regolazione 
della sintesi del colesterolo). La concentrazione di 
colesterolo totale nel plasma ematico di un indivi- 
duo a digiuno, che è considerata “normale” come 
misura preventiva nei confronti del rischio atero- 
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Figura 13.43 Fosforilazione e decarbossilazione del mevalonato 
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Figura 13.44 Condensazione delle unità isopreniche 
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sclerotico, varia in rapporto con il sesso, l’età e il ti- 
po di vita. L'intervallo dei valori di riferimento nei 
soggetti femminili va da 130 a 210 mg/100 ml (età: 
15-20 anni) a 170-300 mg/100 ml (età: 55-60 anni) 
e in soggetti maschili da 120-200 mg/ml (età:15-20 
anni) a 160-290 mg/100 ml (età: 55-60 anni). Il co- 
lesterolo plasmatico è per il 65% in forma esterifi- 
cata ed è ripartito per circa il 60-70% nelle LDL e 
per il rimanente nelle HDL. Nell’adulto è consiglia- 
bile che la colesterolemia non superi i 240 mg/100 
ml, con non più di 140 mg/100 ml nelle LDL 


Regolazione della biosintesi del 
colesterolo 


La sintesi di colesterolo nelle cellule epatiche, 
che vi contribuiscono in misura predominante, è 
estremamente sensibile al colesterolo della dieta 
che vi giunge, in forma esterificata, trasportato dai 
residui (remnants) dei chilomicroni e dalle LDL. 
Più elevato è il colesterolo della dieta, maggior- 
mente viene inibita la sintesi del colesterolo nella 


cellula epatica. Sede di questa regolazione “feed- 
back”, intesa a regolare la quantità complessiva di 
colesterolo (endogeno + esogeno) a disposizione 
dell’organismo, è la HMG-CoA riduttasi, l'enzima 
che catalizza la riduzione del HMG-CoA a mevalo- 
nato. Questo enzima, essendo dotato di una vita me- 
dia di sole 4 ore, richiede alla cellula epatica una 
sintesi intensa e pressoché continua. È soprattutto 
questo processo di sintesi che viene represso dal co- 
lesterolo con il meccanismo “feed back” illustrato 
nella Fig. 13.46. 

A sua volta l’attività della HMG-COA riduttasi è 
regolata dallo stato di fosforilazione (CAMP dipen- 
dente) dell’enzima: in forma fosforilata l’enzima è 
inattivo, in forma defosforilata è attivo. La inibizio- 
ne della attività della HMG-COA reduttasi da parte 
del glucagone e degli ormoni corticosurrenali è at- 
tribuibile a fosforilazione dell’enzima, mentre la 
stimolazione della sua attività da parte degli ormo- 
ni tiroidei e dell’insulina è attribuibile a defosforila- 
zione dell’enzima. Anche lo stesso colesterolo agi- 
sce in parte sull’attività della HMG-COA reduttasi 
con questo meccanismo (inducendo fosforilazione). 


acetil--CoA —— acetoacetil-CoA 


HMG-CoA 
HMG-COA reduttasi 


ui — x 
N 


2 NADPH 


2 NADP* 


Mevalonato 


Squalene 


— — — = - — — — — cc —— —- = na = 


“N 


Colesterolo -7 


Figura 13.46 Regolazione “feed back” della 
HMG-COA riduttasi 


Il colesterolo inibisce quindi la propria biosintesi 
sia reprimendo la biosintesi della HMG-COA ridut- 
tasi, sia inibendone l’attività. 

Un efficace trattamento della ipercolesterolemia 
consiste nella somministrazione di uno dei due pro- 
dotti naturali presenti nei funghi, la /ovastatina e la 
compactina. Entrambi sono inibitori competitivi 


della HMG-COA riduttasi e diminuiscono il ritmo’ 


della sintesi del colesterolo. 


Ritmo circadiano. La biosintesi del colesterolo 
varia secondo un ritmo diurno, detto circadiano, es- 
sendo massima a mezzanotte e minima a mezzo- 
giorno. Tale ritmo è dovuto a variazioni dell’attivi- 
tà della HMG-COA riduttasi epatica, indotta dal co- 
lesterolo introdotto con i pasti. 


Altri impieghi metabolici delle 
unità isoprenoidi 


Le unità isoprenoidi incontrate nella descrizione 
della biosintesi del colesterolo, il 3-isopentenil pi- 
rofosfato e il 3,3'-dimetilallilpirofosfato, sono uti- 
lizzate anche per la biosintesi di altri composti bio- 
logicamente importanti (/’ubichinone, il dolicolo, 
l’isopentenil-tRNA, i resti di farnesile o di geranil- 
geranile che ancorano alcune proteine alle mem- 
brane cellulari). Tra questi, l’isopentenil-tRNA ri- 
chiede il trasferimento di una singola unità isopre- 
noide, mentre gli altri di più unità, che sono cedute 
dall’isopentenil-pirofosfato, dal geranil pirofosfato 
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o dal farnesil-pirofosfato. Gli enzimi addetti a cata- 
lizzare questi trasferimenti sono preni/-transferasi. 


Esterificazione del colesterolo 


Il colesterolo esterificato, cioè il prodotto di 
esterificazione di un acido grasso, generalmente in- 
saturo, con l’ossidrile C-3 del colesterolo libero, si 
forma secondo una delle due seguenti reazioni: 


1) colesterolo + acil-CoA è colesterolo esterifica- 
to + COA-SH 

2) colesterolo + lecitina S colesterolo esterificato + 
lisolecitina 


La prima reazione, irreversibile, è catalizzata 
dalla acil-CoA: colesterolo acil transferasi (ACAT) 
ed ha luogo soprattutto nei tessuti (fegato, intestino 
e corteccia surrenale), nei quali la sintesi del cole- 
sterolo è particolarmente attiva. La seconda reazio- 
ne, reversibile, è catalizzata dalla /ecitina: coleste- 
rolo acil-transferasi (LCAT) e si svolge nell’ambito 
delle HDL plasmatiche, essendovi attivata dalle 
apolipoproteine A-1 e C-1, come descritto in prece- 
denza. Poiché il fegato rilascia in circolo colestero- 
lo libero con le VLDL, si può ritenere che pratica- 
mente tutto il colesterolo esterificato presente nel 
sangue si formi nella reazione catalizzata dalla 
LCAT. 


Trasformazioni metaboliche del 
colesterolo 


Quella parte di colesterolo che non viene incor- 
porata nelle membrane cellulari e intracellulari sub- 
isce delle trasformazioni metaboliche, le più iImpor- 
tanti delle quali portano alla formazione degli or- 
moni steroidei e degli acidi biliari. I primi si forma- 
no nelle corticosurrenali, nei testicoli e nelle ovaie 
con le modalità descritte nel capitolo degli ormoni, 
i secondi nel fegato. Quantitativamente la trasfor- 
mazione del colesterolo negli acidi biliari costitui- 
sce la via metabolica più rilevante. 


Trasformazione del colesterolo 
negli acidi biliari 

Questo processo, che è esclusivo del fegato ed è 
catalizzato da una serie di enzimi microsomiali e 


mitocondriali avviene secondo lo schema della Fig. 
13.47. 
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Figura 13.47 Trasformazione del colesterolo negli acidi biliari primari (acido chenodeossicolico e 


colico) 





(1) = colesterolo 7 a-monoossigenasi. 


La prima reazione consiste nella idrossilazione 
del colesterolo in 7o.-idrossicolesterolo, catalizzata 
dalla colesterolo 7 o-monoossigenasi, un enzima 
associato al citocromo P450 Il 7 a-idrossicoleste- 
rolo viene ossidato, con concomitante trasposizione 
del doppio legame dalla posizione 5 alla 4, in 70t- 
idrossi-4-colestene-3-one. 

Questo può essere idrossilato in 12 (@) per for- 
mare il 70, 120-diidrossi-4-colestene-3-one, quindi 
ridotto in 30, 70-dildrossicoprostano e per accor- 
ciamento della catena laterale in acido chenodeossi- 
colico. Parallelamente si forma il 3a, 70, 120-trIl- 
drossicoprostano, dal quale deriva l’acido colico. In 
realtà l’accorciamento della catena laterale, che av- 
viene per tiolisi porta alla formazione di chenodeos- 
sicolil-CoA e colil-CoA rispettivamente. Il CoA 
viene sostituito dalla glicina o dalla taurina, con for- 
mazione di legami carboamidici, e si formano così 
direttamente gli acidi primari glicocolici e tauroco- 
lici. 

Immessi nella bile, gli acidi biliari primari ven- 
gono portati nell’intestino, dove svolgono la loro 
azione emulsionante sui lipidi della dieta e dove 
vengono in parte trasformati negli acidi biliari se- 
condari (acidi deossicolico e litocolico) dalla flora 
intestinale. Questa trasformazione implica l’idrolisi 
del legame carboamidico con distacco della glicina 
e della taurina rispettivamente e la soppressione ri- 
duttiva dell’OH in C-7. 


La maggior parte degli acidi biliari viene rias- 


sorbita dall’intestino e riportata al fegato: circolo 
entero-epatico. La restante parte viene eliminata 
con le feci dopo trasformazioni ossidative operate 
dalla flora intestinale. Un soggetto adulto, ad ali- 
mentazione equilibrata, produce giornalmente fino 
a 30 g di acidi biliari, che vengono versati nell’inte- 
stino. Soltanto circa 300 mg vengono eliminati con 
le feci. 


Malattie da alterato metabolismo 
o trasporto del colesterolo 


Aterosclerosi e arteriosclerosi. Una sistematica 
e duratura concentrazione elevata del colesterolo 
totale ematico (> 240 mg/100 ml di plasma nei sog- 
getti adulti), e particolarmente del colesterolo tra- 
sportato dalle LDL, può associarsi a lesioni atero- 
sclerotiche delle pareti arteriose. Inizialmente que- 
ste lesioni consistono nella formazione di placche 
ateromatose nell’intima delle arterie. Costituenti di 
queste placche sono esteri del colesterolo e triglice- 
ridi che inizialmente si accumulano nell’interno 
delle fibre muscolari lisce delle pareti arteriose e 
successivamente anche negli spazi extracellulari. 


Metabolismo del colesterolo ® 381 


L’endotelio viene disgregato e sostituito dalla su- 
perficie scabra di queste placche, che evolvono suc- 
cessivamente verso la degenerazione fibrotica (de- 
posizione di collagene) e la calcificazione (deposi- 
zione di idrossiapatite), conferendo un’abnorme ri- 
gidità e fragilità alla parete arteriosa (arteriosclero- 
SI). 

A qualsiasi stadio di evoluzione la placca atero- 
matosa tende ad aggregare piastrine e globuli rossi 
per formare un coagulo (trombo) che può bloccare 
parzialmente o totalmente la circolazione del san- 
gue, creando per il tessuto irrorato una condizione 
di ischemia e di necrosi (infarto). Sedi più frequen- 
ti di queste complicazioni della malattia ateromato- 
sica sono il miocardio (angina, infarto) ed il cervel- 
lo (ictus). Le cause biochimiche di questa malattia 
sono poco note; si è visto tuttavia come condizioni 
di aterosclerosi particolarmente gravi si verifichino 
nella ipercolesterolemia familiare e nel morbo di 
Tangier. 


Xantomatosi. Altra espressione di un elevato 
contenuto di colesterolo ematico e delle LDL è la 
deposizione di esteri del colesterolo nella pelle e nei 
tendini (xantomatosi). La xantomatosi assume ca- 
ratteristiche estreme nel morbo di Schuller 
Christian, nel quale si hanno depositi di colesterolo 
anche nel fegato, nella milza e nelle ossa piatte del 
cranio. 

Per ragioni ancora oscure ipercolesterolemia ed 
ipertrigliceridemia si verificano anche nella nefrosi 
e nell’ipotiroidismo. 
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DIGESTIONE DELLE PROTEINE E ASSORBIMENTO 
DEGLI AMMINOACIDI 


Digestione delle proteine 


L’organismo ricava gran parte degli amminoacidi di cui necessita dalle proteine 
alimentari. Per essere utilizzate queste devono essere “digerite’”’ nel canale digerente, 
cioè idrolizzate negli amminoacidi costituenti dalle proteasi e peptidasi digestive. 
Nell’uomo sano il processo digestivo mediato da questi enzimi è assai efficiente dato 
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che meno di un decimo delle proteine ingerite con 
una dieta equilibrata (per un totale di 50-80 g al 
giorno in un soggetto adulto) si ritrova nelle feci. 

Proteasi e peptidasi vengono distinte in endo- 
peptidasi (pepsina, tripsina e chimotripsina) ed 
esopeptidasi (le altre), a seconda che agiscano su le- 
gami carboamidici interni, frammentando così la 
molecola in grossi frammenti, o sui legami carboa- 
midici che interessano gli amminoacidi terminali. 

Gli enzimi proteolitici digestivi si distinguono 
anche in esocellulari ed endocellulari, a seconda 
che svolgano la loro azione idrolitica fuori o entro 
la cellula che li produce. Ad eccezione delle pepti- 
dasi intestinali (enzimi endocellulari), le proteasi 
digestive esocellulari sono sintetizzate nella forma 
inattiva di zimogeni o proenzimi e sono attivate, do- 
po secrezione, nel lume dello stomaco o dell’inte- 
stino. In tal modo la cellula difende i suoi compo- 
nenti proteici dall’attacco idrolitico dei suoi enzimi 
proteolitici. 


Proteasi gastriche 


Pepsina. La pepsina, l’enzima che inizia l’attac- 
co enzimatico delle proteine nella cavità dello sto- 
maco, ha un PM di 32.700, pl intorno a 1,5 e pH ot- 
timale di attività intorno a 2. Viene secreta dalle cel- 
lule “principali” della mucosa gastrica in forma di 
pepsinogeno (zimogeno), una proteina avente PM 
di 40.400 e pl intorno a 3,7. Il rilascio del pepsino- 
geno dalle cellule principali della mucosa gastrica è 
indotto dalla gastrina, un ormone secreto della por- 
zione pilorica dello stomaco in seguito a stimola- 
zione da parte del HCI gastrico. L’attivazione del 
‘pepsinogeno in pepsina avviene spontaneamente a 


pH intorno a 2, cioè al pH conferito al contenuto 
dello stomaco dal HCI secreto dalle cellule “parie- 
tali”, oppure per catalisi promossa dalla pepsina 
stessa. La conversione pepsinogeno + pepsina im- 
plica il distacco dal pepsinogeno di 5 peptidi (per 
un totale di 42 amminoacidi), uno dei quali (un esa- 
peptide denominato pepstatina) ha azione inibitoria 
sulla pepsina stessa. 


H*, pepsina 


pepsinogeno —___>» wpepsina + 5 peptidi 
(PM = 40.400) (PM = 32.700) 


La pepsina, dotata di relativamente scarsa speci- 
ficità, idrolizza preferenzialmente i legami carboa- 
midici cui partecipano con il gruppo carbossilico gli 
amminoacidi aromatici (fenilalanina, tirosina e trip- 
tofano), ma anche, se pure con minor affinità, leu- 
cina, acido glutammico ed aspartico (Fig. 14.1). I 
legami carboamidici attaccati dalla pepsina (endo- 
peptidasi) sono interni alle molecole proteiche, per 
cui la idrolisi peptica produce grossi frammenti po- 
lipeptidici. 

Così si spiega la non essenzialità della digestio- 
ne peptica per l’utilizzazione delle proteine alimen- 


| tarli, come è dimostrato, fra l’altro, dalla osservazio- 


ne che i pazienti gastrectomizzati digeriscono le 
proteine in modo completo, anche se in tempo più 
lungo. Ciò si verifica anche nella achilia gastrica, 
una condizione caratterizzata da assenza di pepsina 
e di HCI nel succo gastrico per atrofia della muco- 
sa secernente. 

La secrezione di H* da parte delle cellule parie- 
tali verso il lume dello stomaco è un processo di tra- 
sporto attivo, operato da una ATPasi H', K°, attra- 
verso il quale 1’H* entra nel lume e il K* è assunto 
dalla cellula (Fig. 14.2). L’H* deriva dalla disso- 


pepsina, 
chimotripsina tripsina 
R H H R 
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Figura 14.1 I legami carboamidici idrolizzati dalle principali proteasi digestive 
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Figura 14.2 Meccanismo di produzione di HCl 
nel lume gastrico, imperniato sull'azione 
dell’ATP-asi H*, K* (1) 


ciazione dell’acido carbonico formatosi ad opera 
dell’anidrasi carbonica. Il bicarbonato prodotto vie- 
ne assorbito dal sangue con concomitante passaggio 
di CI dal sangue al lume gastrico, attraverso le 
stesse cellule parietali. Il succo gastrico si arrichi- 
sce così di HCI. L’HCI, oltre a rendere il succo ga- 
strico idoneo all’attivazione della pepsina, svolge 
azione battericida e promuove la denaturazione del- 
le proteine alimentari rendendole meglio accessibi- 
li agli enzimi proteolitici. 

Oltre al pepsinogeno le cellule della mucosa ga- 
strica secernono una serie di glicoproteine fra le 
quali il fattore intrinseco di Castle, necessario per 
l’assorbimento intestinale ed il trasporto al fegato 
della vitamina B12. 


Proteasi pancreatiche 


Il pancreas esocrino elabora una serie di enzimi 
digestivi, fra i quali le proteasi che vengono qui bre- 
vemente descritte. 


Tripsina. È una endopeptidasi (PM 23.000, pI = 
10,5, pH ottimale di attività fra 7 e 8) che idrolizza 
preferenzialmente i legami carboammidici ai quali 
arginina e lisina contribuiscono con il gruppo car- 
bossilico (Fig. 14.1). 

La tripsina è particolarmente attiva sui prodotti 
di digestione peptica, ma idrolizza anche alcune 
proteine (es. istoni e protamine) che non vengono 
attaccate dalla pepsina. Anche la tripsina deriva da 
un precursore inattivo, il fripsinogeno, per azione 
della enteropeptidasi (o enterochinasi), un enzima 
elaborato dalla mucosa duodenale, che inizia 11 pro- 
cesso di attivazione, continuato poi autocatalitica- 
mente dalla tripsina neoformata: 


enteropeptidasi 


iii tripsina + esapeptide 


Poiché la tripsina catalizza anche la conversione 
degli altri zimogeni pancreatici negli enzimi attivi, 
la sua attivazione innesca simultaneamente l’intero 
processo proteolitico dipendente dalle proteasi pan- 
creatiche. Essendo la formazione della tripsina in- 
nescata dalla enteropeptidasi, è questo enzima che 
in ultima analisi dà inizio all’intero processo. 

Inibitore pancreatico della tripsina. Una prema- 
tura o intempestiva attivazione del tripsinogeno in 
tripsina nel pancreas porterebbe alla autodigestione 
dell’organo. Per difendersi da questa eventualità di- 
sastrosa, il pancreas elabora un inibitore della trip- 
sina, un polipeptide dal PM di 6.500, capace di le- 
garsi specificamente al sito attivo dell’enzima, pre- 
venendone l’azione catalitica. L'attività delle pro- 
teasi pancreatiche viene così controllata mediante 
due meccanismi: 1) conversione zimogeno (inatti- 
vo) enzima (attivo); 2) inibizione della tripsina da 
parte dell’inibitore pancreatico. Questi due mecca- 
nismi salvaguardano normalmente il pancreas dalla 
drammatica autolisi che si verifica ad esempio nel- 
la pancreatite acuta per una prematura attivazione 
della proteasi e della fosfolipasi A; che viene ana- 
logamente sintetizzata come pro-fosfolipasi A, ed 
attivata dalla tripsina nel lume duodenale. 


Chimotripsina. È una endopeptidasi (PM 
25.000) che agisce su ogni legame carboammidico 
cui partecipano con il gruppo carbossilico gli am- 
minoacidi aromatici (fenilalanina, tirosina e tripto- 
fano, Fig. 14.1). La chimotripsina deriva dal chimo- 
tripsinogeno per azione della tripsina. 


Elastasi. È un’altra endopeptidasi (PM 25.000) 
elaborata dal pancreas in forma di proe/astasi e che 
pure viene attivata ad elastasi dalla tripsina. Agisce 
su un’ampia gamma di proteine, idrolizzando lega- 
mi carboammidici, cui partecipano con il gruppo 
carbossilico amminoacidi neutri non aromatici (gli- 
cina, serina, valina e alanina). A differenza della 
tripsina e chimotripsina, è capace di digerire l’ela- 
stina, donde il nome. 


Tripsina, chimotripsina ed elastasi presentano 
una notevole analogia nella sequenza degli ammi- 
noacidi costituenti e sono inoltre caratterizzate dal- 
la presenza nel sito attivo di un residuo di serina, es- 
senziale per la attività catalitica; di qui la denomi- 
nazione comune di “enzimi serinici”. È verosimile 
che filogeneticamente questi enzimi pancreatici de- 
rivino da un unico precursore ed abbiano acquisito 
la specificità di azione, che li differenzia, per suc- 
cessiva mutazione: evoluzione divergente. 


Carbossipeptidasi A e B. Sono esopeptidasi che 
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distaccano idroliticamente l’amminoacido C-termi- 
nale dalle proteine e dai peptidi: 


R 
i | 
PROTEINA — E/-N—-CH-000" 


H 


Le due carbossipeptidasi, entrambe metallo en- 
zimi richiedenti Zn°*, si differenziano per la diver- 
sa affinità per l’amminoacido C-terminale: la A pre- 
senta la massima affinità per i residui terminali aro- 
matici (peptidi chimotriptici), la B per quelli basici 
(peptidi triptici). Anche le carbossipeptidasi si for- 
mano per azione della tripsina sulle rispettive pro- 
carbossipeptidasi. 

La secrezione degli enzimi pancreatici è control- 
lata dalla pancreozimina, un ormone che viene pro- 
dotto dalle cellule mucose del primo tratto dell’in- 
testino e che viene riversato in circolo quando nel 
duodeno sono presenti sostanze alimentari protei- 
che. 


Peptidasi intestinali 


Sono enzimi endocellulari presenti nelle cellule 
della mucosa intestinale. Comprendono le ammino- 
peptidasi e le dipeptidasi. Le prime agiscono sul le- 
game carboammidico che interessa l’amminoacido 
N-terminale. Sono attivate dagli ioni Mg?* o Mn?*, 
necessari per la formazione del complesso enzima 
substrato. Le dipeptidasi, che richiedono per la loro 
attività ioni Co?* o Mn?*, agiscono su dipeptidi re- 
siduati dalla digestione dei precedenti enzimi, una 
volta penetrati nelle cellule della mucosa intestina- 
le. Pur essendo enzimi intracellulari, le peptidasi in- 
testinali svolgono la loro azione anche nel lume in- 
testinale in seguito a rilascio dalle cellule mucose 
desquamate. Il processo di desquamazione di que- 


ste cellule, dato il loro rapido rinnovo è pressoché 
continuo, per cui questi enzimi si possono conside- 
rare permanentemente presenti nel lume. 

Per l’azione congiunta degli enzimi elencati, le 
proteine alimentari vengono completamente risolte 
negli amminoacidi costituenti che si offrono così, in 


forma libera, all’assorbimento intestinale. 


Assorbimento intestinale degli am- 
minoacidi 


Gli amminoacidi naturali (L-amminoacidi), pro- 
dotti dalla digestione proteica insieme con alcuni 
oligopeptidi, vengono assorbiti dall’intestino in un 
processo di frasporto attivo, molto simile a quello 
già considerato per il glucosio. Specifici trasporta- 
tori, situati nell'orletto a spazzola degli enterociti, 
introducono infatti gli amminoacidi nella cellula in 
simporto con i Na” il trasporto contro gradiente dei 
primi è compensato da quello in favore di gradien- 
te dei secondi. La spesa energetica si ha nella estru- 
sione dalla cellula dei Na* per mezzo della “pompa 
dei Na”, che implica idrolisi di ATP (Fig. 14.3). 


Sono stati identificati 4 sistemi di trasporto degli 
amminoacidi, ciascuno dotato di una specificità di 
gruppo abbastanza ampia: l. per gli amminoacidi 
neutri (monoammino, monocarbossilici); 2. per gli 
amminoacidi basici (lisina, arginina, ornitina ed an- 
che cisteina); 3. per gli amminoacidi bicarbossilici 
(aspartato e glutammato); 4. per glicina e prolina. 
Questi stessi 4 sistemi sono presenti anche nei tubu- 
li renali, dove sono adibiti al riassorbimento degli 
amminoacidi. 

Oltre agli amminoacidi liberi l’intestino è in gra- 
do di assorbire con lo stesso meccanismo piccoli 
peptidi (di-, tripeptidi) che vengono generalmente 


SANGUE CELLULA INTESTINALE LUME 
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Figura 14.3 Assorbimento degli amminoacidi dal lume intestinale al sangue mediato dal simporto 
con Na* (1) e sostenuto energeticamente dalla ATP-asi Na* dipendente (pompa del Na+) (2) 
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demoliti negli amminoacidi costituenti nell’interno 
della cellula mucosa da più o meno specifiche pep- 
tidasi. 

Gli amminoacidi assorbiti passano per libera dif- 
fusione nel circolo portale e da questo vengono 
convogliati al fegato. Alcuni peptidi, ad esempio il 
tripeptide ‘“G/u-His-Pro”, che costituisce il fattore 
di rilascio della tireotropina e peptidi contenenti 
amminoacidi atipici, come la carnosina e l’anserina 
contenenti B-alanina, non vengono idrolizzati nella 
cellula intestinale ed entrano nel circolo portale co- 
me tali. Per questa ragione possono essere sommi- 
nistrati terapeuticamente anche per os. 

In alcuni individui possono essere assorbiti co- 
me tali anche polipeptidi, costituiti da 8-10 ammi- 
noacidi, provenienti da parziale digestione del g/u- 
tine, la principale proteina del frumento. Questi 
peptidi evocano nell’organismo produzione di anti- 
corpi, determinando fenomeni anche gravi di intol- 
leranza ai farinacei: sprue non tropicale. 

Nel neonato è abbastanza comune l’assorbimen- 
to di proteine native mediante pinocitosi non selet- 
tiva. La presenza nel colostro di una proteina che 
inibisce la tripsina può favorire questo anomalo as- 
sorbimento proteico che, sempre a causa di evoca- 
zione di anticorpi, può essere alla base di fenomeni 
di intolleranza alimentare del bambino. 


AMMINOACIDI ESSENZIALI E 
NON ESSENZIALI 


L'organismo animale richiede in ogni momento 
la disponibilità di tutti 1 20 amminoacidi che entra- 
no nella composizione delle proteine. Infatti tutte le 
cellule sono sede di una più o meno intensa sintesi 
proteica intesa a costituire nuove proteine tissutali, 
specie nell’animale in accrescimento, ed a sostitui- 
re quelle che vengono mano mano demolite. 
Mentre alcuni degli amminoacidi, denominati “non 
essenziali”, possono essere sintetizzati dall’organi- 
smo in quantità adeguata a soddisfare le esigenze 
metaboliche, altri devono essere somministrati con 
la dieta, non essendo l’organismo in grado di sinte- 
tizzarli. Questi ultimi sono gli amminoacidi essen- 
ziali. Il termine essenziale ha solo significato nutri- 
zionale, si riferisce cioè alla necessità che quel de- 
terminato amminoacido sia presente nella dieta in 
quantità sufficiente e non alla sua importanza nel 
metabolismo. 

La essenzialità di un amminoacido discende dal- 
la incapacità dell’organismo a sintetizzarne la cate- 
na carboniosa, come è dimostrato dalla seguente o0s- 
servazione. Se un giovane animale viene mantenu- 
to a dieta priva di fenilalanina il suo accrescimento 





Tabella 14.I 


Amminoacidi essenziali, amminoacidi semiessenziali e 
amminoacidi non essenziali. 


Isoleucina 

Leucina 

Lisina 

Metionina 

Fenilalanina (inclusa la tirosina) 
Treonina 

Triptofano 

Valina 


Istidina 
Arginina 


Glicina 

Alanina 

Serina 

Acido aspartico (e asparagina) 


s1 arresta, per riprendere regolarmente quando ven- 
ga somministrato acido fenilpiruvico, il cheto-ana- 
logo della fenilalanina. Osservazioni analoghe si 
sono ottenute per altri amminoacidi essenziali pur- 


‘ ché suscettibili di transaminazione, il processo che 


trasforma i cheto-analoghi negli amminoacidi corri- 
spondenti. 

Dalla Tabella 14.1 si può notare che gli ammi- 
noacidi essenziali sono quelli con residui ramificati 
o aromatici, e quelli basici, oltre l’idrossiamminoa- 
cido treonina e un amminoacido solforato. Dei 10 
amminoacidi elencati 8 sono essenziali per tutta la 
vita, arginina ed istidina sono essenziali solo per 
l’animale in accrescimento. 

Ciò significa che l’organismo li sintetizza in 
quantità limitata, sufficiente per il fabbisogno pro- 
teico di un animale adulto, ma non di quello in ac- 
crescimento. Per questo arginina ed istidina sono 
anche definiti amminoacidi semiessenziali. 

Se un solo amminoacido essenziale viene a man- 
care nella dieta, per ottenerlo l’animale è costretto a 
degradare alcune sue proteine, entrando così in un 
bilancio azotato negativo, espresso da una più ac- 
centuata eliminazione urinaria di composti azotati. 

Gli amminoacidi essenziali non sono solamente 
necessari per la sintesi delle proteine, ma anche per 
importanti composti non proteici. Ad esempio la fe- 
nilalanina (o la tirosina) è necessaria per la sintesi 
degli ormoni tiroidei e dell’adrenalina. Va inoltre 
considerato che l’insulina ed altri ormoni polipepti- 
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dici, contenenti una notevole quantità di amminoa- 
cidi essenziali, vengono sintetizzati in continuazio- 
ne, essendo il loro “turnover” molto rapido. In caso 
di mancato apporto dietetico di amminoacidi essen- 
ziali, l’organismo, data la continua necessità di bio- 
sintesi di questi ormoni, li ricava dalla demolizione 
di altre proteine meno importanti. Durante un digiu- 
no prolungato il fegato può perdere il 50% delle 
proprie proteine, il muscolo scheletrico il 30%, il 
cuore solo il 3%. Ciò significa che alcune proteine 
del fegato e del muscolo possono all’occorrenza 
fungere da riserva di amminoacidi. 


CATABOLISMO DEGLI 
AMMINOACIDI 


La funzione primaria degli amminoacidi è la lo- 
ro utilizzazione per la sintesi proteica. Gli ammi- 
noacidi in eccesso rispetto alla richiesta della sinte- 
si proteica vengono catabolizzati a scopo energeti- 
co. Un accentuato catabolismo degli amminoacidi, 
che si formano per incremento della idrolisi delle 
proteine tissutali, si verifica quando, esaurite le ri- 


serve glucidiche, l’organismo deve ricavare gluco- 
s10 da altra fonte e primariamente dagli amminoaci- 
di (gluconeogenesi). Il catabolismo degli amminoa- 
cidi implica il distacco del gruppo amminico e la 
successiva utilizzazione dello scheletro carbonioso 
in una delle vie metaboliche che si sono già viste 
percorse dai glucidi o dai lipidi. Infatti, il destino 
dello scheletro carbonioso dei 20 amminoacidi con- 
tenuti nelle proteine (destino che può essere diver- 
so da un amminoacido all’altro), porta ad uno dei 
seguenti metaboliti intermedi: acetil-CoA, succinil- 
CoA, piruvato, ossalacetato, c-chetoglutarato, fu- 
marato, acetoacetato (Fig. 14.4). 

Siccome succinil-CoA, piruvato, ossalacetato, a- 
chetoglutarato e fumarato, possono fungere da pre- 
cursori del glucosio, gli amminoacidi (Asp, Arg, Phe, 
Tyr, Ile, Met, Val, Ala, Ser, Cys, Gly, Thr, Trp, Glu, 
Gin, Pro, His) che originano questi metaboliti inter- 
medi si dicono g/ucogenici, e quelli invece che gene- 
rano acetil-CoA e acetoacetato (Leu, Lys, Phe, Tyr, 
Ile, Thr) si dicono chetogenici. Alcuni amminoacidi 
(Ile, Thr, Trp, Phe, Tyr) sono sia glucogenici sia che- 
togenici. In alcuni casi lo scheletro carbonioso degli 
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Figura 14.4 Rappresentazione schematica del destino catabolico degli amminoacidi e del ruolo 


centrale giocato dal ciclo di Krebs 








| spettivamente 


amminoacidi può seguire vie metaboliche particolari 
che verranno brevemente descritte nel capitolo del 
metabolismo individuale degli amminoacidi. 

Il distacco del gruppo amminico degli amminoa- 
cidi, che è la tappa fondamentale per orientare gli 
amminoacidi al catabolismo, avviene per fransami- 


| nazione 0 deaminazione. 


Transaminazione 


Per transaminazione si intende il trasferimento 
reversibile del gruppo amminico da un amminoaci- 
do ad un a-cheto acido. Il processo è catalizzato 
dalle transaminasi o amminotrasferasi, enzimi piri- 
dossal-fosfato dipendenti. Il piridossal fosfato co- 
stituisce infatti il gruppo funzionale delle transami- 
nasi, che accetta il gruppo amminico dall’amminoa- 
cido per trasferirlo all’o-cheto acido con formazio- 
ne dell’amminoacido corrispondente. Tutti gli am- 
minoacidi, escluse prolina, lisina, e treonina, sono 
suscettibili di transaminazione, mentre gli a-cheto 
acidi che partecipano al processo sono a-chetoglu- 
tarato, piruvato ed ossaloacetato. Dipendentemente 
si hanno tre gruppi di transaminasi, denominate ri- 
“glutammato”, —“alanina” ed 
‘“aspartato” transaminasi (dal nome dei tre ammi- 
noacidi che si formano), i quali utilizzano rispetti- 
vamente l’a-chetoglutarato, il piruvato e l’ossaloa- 
cetato, chetoacidi forniti dal metabolismo interme- 
dio. Le amminotrasferasi non posseggono una stret- 
ta specificità e possono catalizzare la transamina- 
zione a carico di più amminoacidi. Le due più co- 
muni reazioni di transaminazione sono quelle cata- 
lizzate dalla “glutammato aspartato amminotrasfe- 
rasi” (dal nome dei due amminoacidi coinvolti), 
nota anche come “glutammato ossaloacetato tran- 


saminasi” o GOT' 


glutammato ossaloacetato 


o-Chetoglutarato aspartato 


e dalla “glutammato alanina amminotrasferasi”, 0 
“glutammato piruvato transaminasi” o GPT: 


glutammato piruvato 


a-chetoglutarato alanina 


Nel loro insieme le reazioni di transaminazione 
tendono a convogliare il gruppo amminico degli 
amminoacidi sull’a-chetoglutarato per formare glu- 
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tammato. Questo amminoacido perde poi il gruppo 
amminico nella deaminazione ossidativa  ripristi- 
nando l’a-chetoglutarato, che può così continuare 
ciclicamente la sua funzione di collettore dei grup- 
pi amminici. Nelle cellule degli eucarioti la GOT 
esiste in due forme isoenzimatiche, una citoplasma- 
tica ed una mitocondriale. Funzionalmente l’isoen- 
zima citoplasmatico facilita la formazione del glu- 
tammato, quello mitocondriale la formazione del- 
l’a-chetoglutarato. Le reazioni catalizzate dalle 
transaminasi sono largamente reversibili (la costan- 
te di equilibrio è = 1) e costituiscono esempi tipici 
di enzimi che catalizzano reazioni bimolecolari a 
“ping pong”. In esse, infatti, 11 primo substrato de- 
ve lasciare il sito attivo dell’enzima prima che il se- 
condo substrato vi si possa legare. In tal modo l’am- 
minoacido entrante (quello che perde il gruppo am- 
minico) si lega al gruppo attivo e cede il gruppo 
amminico al piridossal-fosfato per essere rilasciato 
come c-chetoacido. Successivamente l’a-chetoaci- 
do entrante riceve il gruppo amminico dalla piridos- 
samina-fosfato e viene rilasciato come amminoaci- 
do. I dettagli del processo di transaminazione im- 
perniato sul ruolo del piridossalfosfato sono stati 
descritti nel Capitolo “Le vitamine e i loro coenzi- 
mi”. 

Le reazioni di transaminazione assolvono due 
compiti metabolici essenziali: 1) promuovono la in- 
terconversione degli amminoacidi, adeguandone le 


quantità alle richieste dell’organismo ed ovviando 


eventuali squilibri della loro introduzione dietetica; 
2) indirizzano l’eccesso di amminoacidi verso la lo- 
ro utilizzazione energetica, salvaguardandone tutta- 
via le quantità richieste dalla sintesi proteica. 
Questo controllo è assicurato da due meccanismi: a) 
la induzione delle transaminasi epatiche ed intesti- 
nali da eccesso di proteine dietetiche; b) la relativa- 
mente scarsa affinità delle transaminasi per gli am- 
minoacidi (K,, variabile fra 1 e 50 mM). In tal mo- 
do i processi di transaminazione diventano attivi so- 
lo quando la concentrazione tissutale degli ammi- 
noacidi eccede un valore limite. 

Le transaminasi rivestono notevole importanza 
diagnostica in quanto la loro e/evata concentrazio- 
ne nel sangue è indice di lesione di organo. In par- 
ticolare una elevata concentrazione ematica di GOT 
o di GPT riflette una lesione miocardica ed epatica 
rispettivamente, in quanto un danno delle cellule di 
questi tessuti, particolarmente ricchi di una delle 
due transaminasi, ne causa il rilascio in circolo. 


Deaminazione 


Il definitivo distacco del gruppo amminico degli 
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amminoacidi (nel processo della transaminazione il 
gruppo amminico viene trasferito da un composto 
ad un altro) avviene nel processo di deaminazione, 
che può essere di tipo ossidativo e non ossidativo. 


Deaminazione ossidativa 


La deaminazione ossidativa è catalizzata dalle 
amminoacido ossidasi, che in ordine di importanza 
fisiologica sono la glutammato deidrogenasi, le L- 
amminoacido ossidasi e le D-amminoacido ossidasi. 


Glutammato deidrogenasi. Poiché le varie tran- 
saminasi formano glutammato, il distacco del grup- 
po amminico da questo amminoacido (deaminazio- 
ne) costituisce il principale processo di formazione 
dell’ammoniaca: 


HO NH, 


glutammato o-cChetoglutarato 


NAD+ NADH 


La reazione ossidativa catalizzata dalla g/utam- 
mato deidrogenasi (1) precede il distacco idrolitico 
dell’ammoniaca (2) che avviene spontaneamente: 


ini NAD+ — NADH 200 H30 NH3000” 
CHo a CHo 
CHo ©) CHo CHo 
I JH | | 
pil St DINO E 
COO” COO” COO” 
glutammato iminoglutammato a-chetoglutarato 


La reazione è reversibile e può essere impiegata 
per formare glutammato (amminazione riduttiva). 
Nella reazione nella quale l’ammoniaca viene in- 
corporata nell’o.-chetoglutarato, l'enzima è NADP* 
dipendente: 


NH, HO 


o-chetoglutarato glutammato 


NADPH — NADP+ 


La direzione della reazione catalizzata dalla glu- 
tammato deidrogenasi dipende quindi dal rapporto 
intramitocondriale: [NAD']/[NADPH]. 

Poiché le amminotransferasi citoplasmatiche so- 
no più attive di quelle mitocondriali e poiché la glu- 


tammato deidrogenasi è presente esclusivamente 
nei mitocondri, il collezionamento dei gruppi am- 
minici dei vari amminoacidi sull’a-chetoglutarato 
avviene nel citoplasma ed il glutammato che si for- 
ma viene trasportato all’interno dei mitocondri, do- 
ve libera 1’ NH; nel processo di deaminazione ossi- 
dativa. 

L'importanza metabolica della glutammato dei- 
drogenasi (quasi tutta l’ammoniaca che si forma 
nell’organismo viene prodotta in questa reazione) 
spiega perché questo enzima sia sede di rego/azio- 
ne allosterica multipla; l’attività di questo enzima 
oligomerico può essere infatti regolata da vari effet- 
tori positivi e negativi. Fra questi ADP e GDP atti- 
vano l’enzima, mentre GTP e ATP lo inibiscono. 
Questa regolazione è chiaramente in rapporto con la 
funzione dell’enzima di assicurare una adeguata 
disponibilità di a-chetoglutarato al ciclo di Krebs. 
Una elevata concentrazione di GTP o ATP indica 
che questa disponibilità è assicurata, mentre una 
elevata concentrazione di GDP o ADP ne segnala la 
necessità. 

L’accoppiamento della transaminazione con la 
deaminazione del glutammato costituisce il cosid- 
detto processo di fransdeaminazione, che può esse- 
re così schematizzato: 


amino acidi a-cheto- NAD(P)H + NH, 
glutarato 
o.-chetoacidi glutammato NAD(P)* + Ho0 


Le amminoacido ossidasi flaviniche. Questi en- 
zimi catalizzano la deaminazione ossidativa degli 
amminoacidi senza specificità per i singoli ammi- 
noacidi, ma solo per la serie (L- o D-). La L-ammi- 
noacido ossidasi è una flavoproteina F MN dipen- 
dente che catalizza la deaminazione ossidativa degli 
amminoacidi della serie L-(naturali), ma con attivi- 
tà così bassa che il suo significato fisiologico è mol- 
to dubbio. La D-amminoacido ossidasi, presente 
nel fegato e nei reni, è una flavoproteina FAD di- 
pendente che catalizza la deaminazione ossidativa 
degli amminoacidi della serie D-(non naturali). Si 
ritiene che la D-amminoacido ossidasi sia adibita 
alla degradazione degli amminoacidi D che pene- 
trano nell’organismo dall’intestino, nel quale si 
possono formare nei processi di fermentazione bat- 
terica. Alcuni D-amminoacidi risultano tossici in 
quanto inibiscono gli enzimi utilizzati dagli L-am- 
minoacidi. 

Il meccanismo della deaminazione ossidativa 
catalizzata dalle amminoacido ossidasi (L- e D-) è 
illustrato nella Fig. 14.5. 

L’amminoacido viene ossidato a spese della fla- 
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Figura 14.5 Meccanismo della reazione cataliz- 
zata dalle (D- e L-) amminoacido ossidasi 

(1) = D- e L- amminoacido ossidasi; (2) = catalasi; (3) 
= reazione spontanea. 


voproteina che si riduce; l’imminoacido viene de- 
molito spontaneamente in oa-chetoacido ed ammo- 
niaca e la flavoproteina viene riossidata dall’ossige- 
no molecolare (O) con formazione di acqua ossige- 
nata. Questa, man mano che si forma, viene demo- 
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lita in acqua ed ossigeno dalla catalasi, Nelle cellu 
le degli eucarioti D- e L-amminoacido ossidasi s0 
no localizzate insieme con la catalasi e le perossida 
sl nel perossisomi. 


Deaminazione non ossidativa 


Serina e treonina deidratasi e cisteina desulfi- 
drasi. Gli enzimi che catalizzano la deaminazione 
non ossidativa della serina, treonina e cisteina sono 
rispettivamente la serina deidratasi, la treonina dei- 
dratasi (che si identificano in un unico enzima) e la 
cisteina desulfidrasi, entrambe piridossal-fosfato 
dipendenti, che catalizzano le reazioni di deamina- 
zione non ossidativa riportate nella Fig. 14.6. In tut- 
te queste reazioni la deidratazione e la desulfidrila- 
zione, catalizzate dagli enzimi, precedono la deami- 
nazione idrolitica spontanea. 

La treonina deidratasi è di particolare interesse 
in quanto costituisce l’esempio forse più tipico di 
enzima inducibile nei mammiferi. La somministra- 
zione a ratti di caseina, proteina molto ricca di treo- 
nina, induce infatti un aumento fino a 300 volte del- 
l’attività della treonina deidratasi epatica. Tale au- 
mento, dovuto ad attivazione del sistema di biosin- 
tesi dell’enzima, è infatti prevenuto dalla puromici- 
na e da altri inibitori della sintesi proteica. 


HO NH, 


Ch ,—-{OH] CHo CHsy CHg 
—c-Bl ma CN, ——— C=NH c=0 
co0- COOH coo- coo- 
serina piruvato 
CHg CHg CHg CHg 
Hc] HG e CH, HO NA; CH, 
N —0-F] HO A NH3 C=NH C=0 
co0- COOH coo- coo- 
treonina o-chetobutirrato 
CH SH] CHo ca Ne sm 
a -0-UI TOR bl—a C=NH c=0 
C00- COOH COO” Co0- 
cisteina piruvato 


Figura 14.6 Reazioni di deaminazione non ossidativa. (1) = Serina/treonina deidratasi; (2) = ci- 


steina desulfidrasi 
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o-deaminasi. Altre reazioni di deaminazione 
non ossidativa, che hanno luogo in alcuni microrga- 
nismi (es. E. coli), sono quelle catalizzate dalle a 
deaminasi (amminoacido: ammoniaca liasi), di cui 
un tipico esempio è offerto dalla aspartasi (asparta- 
to: ammoniaca liasi), che catalizza la seguente rea- 
zione: 


c00” c00” 
Fnt-0- H 
1-_0H «SAND 10000 
coo- coo 


L’enzima ha specificità assoluta per il L-asparta- 
to e per il fumarato (con il maleato è assolutamente 
inattivo). La reazione, reversibile, è importante per 
la biosintesi dell’aspartato da ammoniaca a fumara- 
to. Gli organismi superiori dispongono della istidi- 
na deamminasi che con meccanismo analogo estrae 
l’ammoniaca dalla istidina per formare acido uroca- 
nico. 


Decarbossilazione degli ammino 
acidi 


La terza via del catabolismo generale degli am- 
minoacidi consiste nella loro decarbossilazione nel- 
le corrispondenti ammine: 


tali i R—CH,-NHg 


Le reazioni di decarbossilazione sono catalizza- 
te da specifiche decarbossilasi, enzimi piridossal- 
fosfato dipendenti, largamente distribuiti in tutti gli 
organismi viventi. Il meccanismo della decarbossi- 
lazione degli amminoacidi, come quello della tran- 
saminazione, implica la formazione di basi di Schiff 
fra gruppo carbonilico del piridossal fosfato e grup- 
po amminico dell’amminoacido. 

Alcune delle ammine che si formano per decar- 
bossilazione degli amminoacidi sono dotate di parti- 
colare azione biologica: ammine biogene. La istami- 
na, prodotto di decarbossilazione della istidina, ha 
azione vasodilatatoria e stimolante la secrezione ga- 
strica; la serotonina (5-idrossitriptamina), prodotto 
di decarbossilazione del 5-idrossitriptofano, è un po- 
tente vasocostrittore ed anche un neurotrasmettitore; 
la tirammina, prodotto di decarbossilazione della ti- 
rosina, è un agente ipertensivo; la dopammina, pro- 


dotto di decarbossilazione della 3,4-diidrossifenila- 
lanina, è un intermedio nella sintesi dell’adrenalina: 
l’acido Y-_amminobutirrico (GABA), prodotto di Y- 
decarbossilazione dell’acido glutammico, svolge 
importanti funzioni a livello nervoso. Ricordiamo 
anche la decarbossilazione dell’acido aspartico in f}- 
alanina, costituente del coenzima A: 


CO 


2 
+ + 
PENARE IRE A 00C-CH-CH,-NH, 


e della cisteina in P-tioletanolammina, altro costi- 
tuente del coenzima A: 


HS-CHa- DREI HS-CHa-CHo-NHg 


cisteina B-tioletanolammina 


Infine nell’ambito della biosintesi dei glicerofo- 
sfolipidi la serina viene decarbossilata in etanolam- 
mina dalla serina decarbossilasi: 


CO, 


RES È HO-CHo-CHo-NH3 


serina etanolammina 


e l’etanolammina impiegata per biosintetizzare la 
fosfatidil-etanolammina. 

Altre ammine, ad esempio le diammine (cadave- 
rina e putrescina), che si formano per decarbossila- 
zione della lisina e della ornitina, sono invece mol- 
to tossiche e responsabili nell’uomo delle tossicosi 
che conseguono ad alterazione patologica della flo- 
ra intestinale. I batteri sono in genere molto ricchi 
di amminoacido decarbossilasi. 

Sia le monoammine che le diammine possono 
essere degradate per deaminazione ossidativa, cata- 
lizzata dalle monoammine e diammine ossidasi ri- 
spettivamente: 


H 


| 
“% R-CH= baie R-C=0 


FAD FADH, HO NH; 


R-CHs-NH 


Il meccanismo della deaminazione ossidativa 
delle ammine è identico a quello degli amminoaci- 


di. Sono noti due tipi di ammine ossidasi: uno piri- 
dossal-fosfato e rame dipendente, l’altro FAD di- 
pendente. Le ammino ossidasi di tipo flavinico so- 
no localizzate nella membrana esterna dei mitocon- 
dri, le altre sono citoplasmatiche. E una monoammi- 
na ossidasi (MAO) flavinica quella responsabile 
della inattivazione della norepinefrina in corrispon- 
denza delle terminazioni nervose. Si spiega così co- 
me l’inibizione di questo enzima possa modificare 
la risposta alla stimolazione simpaticomimetica. 
Per questa ragione farmaci inibitori dell'attività 
delle monoammine ossidasi (farmaci anti-MAO) 
sono utilizzati nel trattamento della ipertensione e 
di certe forme di depressione psichica. 

Ad una bassa attività delle corrispondenti mo- 
noammino ossidasi si attribuisce l’elevato contenu- 
to di catecolamine che si riscontra nella schizofre- 
nia. 


DESTINO METABOLICO 
DELLL'AMMONIACA 


L’ammoniaca, che si libera nelle reazioni di dea- 
minazione degli amminoacidi e nel catabolismo di 
altri composti azotati (nel muscolo cardiaco e sche- 
letrico è molto attiva l’adenilato deamminasi che li- 
bera apprezzabili quantità di NH dall’ AMP, ove ri- 


manesse allo stato libero risulterebbe estremamente. 


tossica, specie per il tessuto nervoso. L’organismo 
provvede tuttavia ad incorporarla, man mano che si 
forma, in composti atossici che ne costituiscono an- 
che la forma di trasporto e di preeliminazione Negli 
organismi ureotelici il prodotto terminale di elimi- 
nazione dell’ammoniaca è l’urea. 

I tre processi di incorporazione (organicazione) 
della NH; sono: la aminazione dell’a-chetoglutara- 
to in glutammato, l’ammidazione del glutammato-in 
glutammina e la sintesi del carbamilfosfato. Questi 
processi sono molto efficienti tanto che, nonostante 
l’elevato ritmo di formazione, la concentrazione di 
NH; nel sangue dei mammiferi non supera normal- 
mente 0,1-0,2 mg/100 ml. 


Sintesi del glutammato. L’amminazione ridutti- 
va dell’a-chetoglutarato in glutammato è catalizzata 
dalla glutammato deidrogenasi già descritta. La or- 


ganicazione della NH; mediante questa reazione non ‘ 


può superare certi limiti senza pregiudizio dell’effi- 
cenza metabolica della cellula. Infatti l’incorpora- 
zione della NH; nell’a-chetoglutarato sottrae questo 
metabolita al ciclo di Krebs, che può venire rallenta- 
to o bloccato. Tale situazione si può presentare più 
facilmente a livello del tessuto cerebrale, i cui mito- 
condri sono privi sia della carbamil-fosfato sintetasi 
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ammoniaca dipendente, sia della ornitina transcar- 
bamilasi. La NH; deve essere necessariamente inca- 
nalata nella reazione catalizzata dalla g/utammina 
sintetasi. Il tessuto cerebrale può quindi subire, più 
di ogni altro, una pericolosa decurtazione di c-che- 
toglutarato quando la NH; sia presente in eccesso. 
La elettiva tossicità della NH; per il tessuto cerebra- 
le è strettamente dipendente da questa circostanza. 
La intossicazione da ammoniaca è generalmente 
causata da grave alterazione della funzionalità epati- 
ca; il fegato è infatti la sede principale della trasfor- 
mazione dell’ammoniaca in urea. 


Sintesi e demolizione della glutammina. La sin- 
tesi della glutammina (Y-amide dell’acido glutam- 
mico) è catalizzata dalla glutammina sintetasi se- 
condo la seguente reazione, ATP dipendente: 


O=C-0° O0=C-0-P O=C-NH> 
| ATP. ADP | NH, Pi | 
E N 
mi i - 

HaN-0- H Ha -0- H HgN na H 
COO” COO” COO. 

glutammato y-glutamil-fosfato glutammina 


Nella prima reazione si forma il Y-glutamil-fo- 
sfato che, in presenza di NH3. viene convertito in 
glutammina. La glutammina sintetasi è particolar- 
mente attiva nei muscoli (scheletrico o cardiaco), 
nell’intestino e nel cervello che, come si è detto, 
non ha la capacità di indirizzare la NH; nella bio- 
sintesi del carbamil-fosfato. Si può ritenere che la 
maggior parte della glutammina presente nel san- 
gue (7-8 mg/100 ml, il doppio circa della quantità 
degli altri amminoacidi) provenga dai muscoli. La 
glutammina è composto non tossico, privo di carica 
elettrica e pertanto suscettibile, a differenza del glu- 
tammato, di trasporto attraverso le membrane cellu- 
lari. 

La glutammina ematica viene per la maggior 
parte utilizzata dai reni che sono particolarmente 
ricchi di g/utamminasi, l'enzima mitocondriale che 
deammina idroliticamente la glutammina in NH; ed 
acido glutammico (Fig. 14.7). La NH; (deprotona- 
ta), che si forma per azione della glutamminasi nel- 
le cellule tubulari del rene, passa nel liquido lumi- 
nale dove si combina con i protoni (H*) per forma- 
re ioni ammonio (NHy'), che vengono eliminati con 
le urine, risparmiando una equivalente quantità di 
cationi. E questo uno dei principali meccanismi re- 
nali per eliminare l’eccesso di H* e mantenere l’e- 
quilibrio “acido-base”. L'importanza fisiologica di 
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Figura 14.7 Formazione della glutammina per 
azione della glutammina sintetasi (1) nel mu- 
scolo e sua deaminazione idrolitica per azione 
della glutamminasi (2) 


Questa è particolarmente attiva nei reni; la NH3 che qui- 
vi si forma incorpora l'eccesso di H* per formare NH,* 
che viene eliminato con le urine, contribuendo primaria- 
mente a diminuire l’acidosi. 


questo meccanismo, basato sull’attività della glu- 
tammina sintetasi e della glutamminasi, è convali- 
data dalla circostanza che nelle condizioni di acido- 
si viene stimolata la glutammina sintetasi del mu- 
scolo e simultaneamente la glutamminasi nel rene. 

Sintesi del carbamil-fosfato. Il terzo processo di 
organicazione della NH; è la sintesi del carbamil- 
fosfato, costituito dalla CO, prodotta nel ciclo di 
Krebs, dalla NH; proveniente soprattutto dalla dea- 
minazione ossidativa degli amminoacidi e dal fo- 
sfato ceduto dall’ ATP. La reazione di sintesi che si 
svolge nella matrice dei mitocondri è catalizzata 
dalla carbamilfosfato sintetasi dipendente da am- 
moniaca (CPS-I). 


NH, Pi 
x we 
# 
CO; O=G 
f or 
2ATP 2ADP carbamil- 
fosfato 


N-acetilglutammato 


Questa complessa reazione si svolge presumibil- 
mente in due semireazioni successive: nella prima 
una molecola di ATP attiva la molecola di CO,, che 
può così reagire con la NH; per formare acido car- 
bammico: 


OH 
/ 
CO; + NH, + ATP >> 0=C, + ADP + PI 
NH5 
acido carbammico 


Nella seconda semireazione la seconda moleco- 
la di ATP promuove la fosforilazione dell’acido car- 
bammico: 


Dell 0 mIN 
0-0. +ATP > 0=C, + ADP 
NH5 NH5 

acido carbammil-fosfato 
carbammico 


Quindi delle due molecole di ATP impiegate nel- 
la reazione complessiva, una cede l’energia (-) ne- 
cessaria per l’attivazione della CO, l’altra il radica- 
le fosforico (- P), necessario per la formazione del 
carbamil-fosfato. La reazione, essendo praticamen- 
te irreversibile, consente una efficace rimozione 
dell’ammoniaca. 

La carbamil-fosfato sintetasi dipendente da am- 
moniaca è attiva solo in presenza di N-aceti/-glu- 


_tammato, che non prende parte alla reazione, ma è 


necessario per mantenere l’enzima in uno stato con- 
formazionale attivo: effettore allosterico positivo. 
La carbamil-fosfato sintetasi dipendente da ammo- 
niaca opera all’interno dei mitocondri di concerto 
con la glutammato deidrogenasi, incorporando nel 
carbamil-fosfato la NH, man mano che si forma 
per l’attività della glutammato deidrogenasi. 

Nel citoplasma è presente una carbamilfosfato 
sintetasi dipendente da glutammina (CPS-II), che 
catalizza la formazione del carbamil-fosfato a parti- 
re dalla glutammina, anziché dalla NH;, ed è insen- 
sibile all’N-acetil-glutammato. 


glutammina PI glutammato 
CO, di 
2ATP 2ADP  carbammil-fosfato 


Il carbamil-fosfato che si forma nel processo ci- 
toplasmatico non viene impiegato per la sintesi del- 
l’urea, ma per quella dei nucleotidi pirimidinici. I 
due enzimi che incanalano il carbamil-fosfato nel- 
l’una o nell’altra via sono rispettivamente la aspar- 
tato transcarbamilasi citoplasmatica (1) e la orniti- 
na transcarbamilasi mitocondriale (2) (Fig. 14.8). 
La carbamil-fosfato sintetasi citoplasmatica è parti- 
colarmente attiva nei tessuti a rapido sviluppo (tu- 
mori, fegato rigenerante) in rapporto con la accele- 
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Figura 14.8 Destino metabolico del carbamilfosfato mitocondriale e citoplasmatico 





(1) = aspartato transcarbamilasi; (2) = ornitina transcarbamilasi. 


rata sintesi dei nucleotidi pirimidinici, di cui il car- 
bamil-fosfato è precursore. Si tenga presente che la 
sintesi dei nucleotidi pirimidinici (come quella dei 
nucleotidi purinici) è un processo generale comune 
a tutti i tessuti: processo non differenziato. La sinte- 
si dell’urea è invece un processo tipico, anche se 
non esclusivo, del fegato: processo differenziato. 
Nel processo di rigenerazione del fegato, in cui è ri- 
chiesta una particolarmente intensa sintesi di acidi 
nucleici, prevale il processo differenziato. Durante 
la rigenerazione prevale infatti l’attività della aspar- 
tato transcarbamilasi; a rigenerazione avvenuta l’at- 
tività di questo enzima decresce, mentre aumenta 
quella della ornitina transcarbamilasi. La rigenera- 
zione epatica offre quindi un tipico esempio di de- 
differenziazione. 


Sintesi dell’alanina. Come già si è detto a pro- 


posito del ciclo “muscolo fegato”, parte del piruva- 
to che si forma nella glicolisi anaerobica del musco- 
lo viene rilasciata al sangue e portata al fegato in 
forma di alanina. L’alanina si forma nel muscolo 
per l’azione successiva (trans-deaminazione) della 
glutammato deidrogenasi: 


o-chetoglutarato + NH3 + NADPH + 
glutammato + NADP* + H,0 


e dalla glutammato alanina transaminasi: 


glutammato + piruvato S 


o-chetoglutarato + alanina 


Con questo meccanismo l’ammoniaca che si for- 
ma nel muscolo funzionante viene messa in circolo 
in forma di prodotto atossico: l’alanina (ciclo glu- 
cosio-alanina). Il fegato utilizza lo scheletro carbo- 
nioso della alanina per la gluconeogenesi e ne in- 
corpora il gruppo amminico nell’urea. Oltre all’ala- 
nina il muscolo in attività rilascia al sangue glutam- 
mina ed amminoacidi a catena ramificata, o loro 
metaboliti. La glutammina viene utilizzata dai reni, 
gli amminoacidi ramificati ed i loro metaboliti ven- 
gono utilizzati prevalentemente dal cervello. 


CICLO DELL'UREA 


Il “ciclo dell’urea”, noto anche come “ciclo del- 
l’ornitina”, è il processo catalitico ciclico nel quale 
l’ammoniaca, già attivata in forma di carbamil- fo- 
sfato, viene incorporata nell’urea. Le reazioni del 
ciclo dell’urea sono rappresentate nella Fig. 14.9. 

Nei mitocondri, dove si forma per azione della 
carbamil-fosfato sintetasi I, il carbammil-fosfato 
reagisce con l’ornitina per formare citrullina. La rea- 
zione è catalizzata dalla ornitina carbammil transfe- 
rasi (OCT) o ornitina transcarbammilasi (2): 





NH3— o AE carbammil-fosfato 
COO” 
ornitina Pi @ 
H 
| De 
ao — N NH 
(Halo 
NH —C_H 
COO. 
citrullina 


La citrullina lascia il mitocondrio e nel citopla- 
sma diventa il substrato del successivo enzima del 
ciclo. 

La seconda reazione del ciclo che si svolge, co- 
me tutte le restanti, nel citoplasma, è catalizzata 
dalla argininosuccinato sintetasi (3) e porta alla 
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formazione di argininosuccinato per condensazione 
di una molecola di citrullina (in forma enolica) ed 
una di aspartato. L'energia necessaria per la forma- 
zione del legame covalente è fornita dall’ ATP che 
viene scisso in AMP e pirofosfato inorganico (PPi). 
La idrolisi irreversibile del pirofosfato da parte del- 
la pirofosfatasi rende questa reazione del ciclo pra- 
ticamente irreversibile: 


HoN HNL c00 
A » 
c=0 pe I 
ii sn Pall Ul 
(CHal (Hal d CH; 
NH —C—H NH —C—H COO” 
COO” COO” 
chetonica enolica aspartato 
\w—_____—_ Y_——_—_6t_t__ 
citrullina 
HO ATP 
AMP + PPi > 2Pi 
HN_ ‘la si 
GCONTG=H 
HN" | 
| dra 
(CHa)a COOT 
ioni ili 
COO” 


argininosuccinato 


È in questa reazione che viene introdotto il se- 
condo atomo di azoto che si ritroverà nella moleco- 
la dell’urea. Ne è donatore l’aspartato che si forma 
per gran parte nella reazione di transaminazione ca- 
talizzata dalla glutàmmato-ossaloacetato transami- 
nasi (Fig. 14.9). 

L’argininosuccinato viene demolito in arginina e 
fumarato in una reazione di }-eliminazione cataliz- 
zata dalla argininosuccinato liasi (4): 


H COO Mo 
HN, o pe CO 
xy N- CH @ dai | ù 
TRI H-C- HI] (CH2)g tl 

(CHeg) coo- NHz-C-H i 

NH CH ir COO 

COO” 

argininosuccinato arginina fumarato 


Il fumarato viene trasformato dalla fumarasi ci- 
toplasmatica in malato e questo ossidato in ossaloa- 
cetato, che viene poi transaminato in aspartato (Fig. 
14.9). Il fumarato fa quindi da “trait d’union” fra ci- 
clo dell’urea e ciclo degli acidi tricarbossilici, te- 
nendo però presente che esso si forma nel citopla- 
sma nel corso del ciclo dell’urea, e nel mitocondrio 
nel corso del ciclo di Krebs. Si noti che i due cicli 
portano il nome di H. Krebs, il grande biochimico 
che li ha chiariti entrambi. 

L’arginina viene quindi idrolizzata in urea e or- 
nitina per azione della arginasi (5): 


de" CH, — NH 
70 NH | È s HNL 
RN HO PHa ge Birla 
(CHa)g i. ra CHa + ui 
HCN; HCN; NH» 
PA 
COO- COO” O=C, 
NH 
arginina ornitina urea 


L’urea, rilasciata in circolo, viene escreta con le 
urine mentre l’ornitina rientra nei mitocondri, tra- 


| sportatavi dalla stessa traslocasi che trasporta la ci- 


trullina fuori dal mitocondrio, e ha così inizio un’al- 
tra rivoluzione del ciclo. 

Dal punto di vista energetico la sintesi di una 
molecola di urea implica la spesa di 4 — P, Due mo- 
lecole di ATP vengono infatti trasformate in ADP 
nella sintesi del carbammil-fosfato ed una molecola 
di ATP viene demolita in AMP e pirofosfato inorga- 
nico nella sintesi dell’argininosuccinato. 

La quantità di urea eliminata dall'uomo con le 
urine delle 24 ore oscilla, secondo la quantità di 
proteine ingerite e il peso del soggetto, fra i 10 ed i 
25 2. 

Sebbene tutti i tessuti, disponendo di arginasi, 
siano potenzialmente capaci di formare urea, è il fe- 
gato che forma urea in quantità rilevanti. Ciò dipen- 
de dalla circostanza che solo il fegato è ricco degli 
enzimi del ciclo ed in particolare dei due a sede mi- 
tocondriale: la carbamil-fosfato sintetasi I e la orni- 
tina transcarbamilasi. 


Regolazione del ciclo dell’urea 


L’ammoniaca non entra nel ciclo dell’urea come 
tale: infatti delle due molecole di NH; che formano 
l’urea, la prima entra nel ciclo incorporata nel carba- 
mil-fosfato, la seconda nell’aspartato. Pertanto la di- 
sponibilità di quantità bilanciate di carbamil-fosfato 
nei mitocondri e di aspartato nel citoplasma costitui- 
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Figura 14.9 Ciclo dell'urea 
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cinato liasi; (5) = arginasi. 


sce un primo fattore di regolazione. Il secondo fatto- 
re di regolazione è costituito dall’attività della car- 


bamil-fosfato sintetasi I, che è dipendente dall’N- 


acetil-glutammato presente nei mitocondri. 


Ammoniaca ed urea ematiche 


La capacità ureogenetica del fegato garantisce 
un livello di NH; nel sangue non superiore a 5 umo- 
11/1 (0,1 mg/100 ml). Si tenga presente che la NH} 
ematica, oltre che dalla deaminazione degli ammi- 
noacidi e delle ammine, deriva dall’assorbimento di 
NH; dall’intestino crasso, dove viene prodotta nel- 
la degradazione batterica degli amminoacidi e del- 
l’urea. Alcuni batteri intestinali contengono infatti 
l’ureasi, l'enzima che demolisce l’urea in NH; e 
CO,. Nella grave insufficienza epatica il livello di 
NH; nel sangue può arrivare a 250 umoli/I (iperam- 
moniemia). In tale condizione i pazienti vanno in- 
contro a stato confusionale, coma (encefalopatia 
epatica) e quindi decesso. 

Un elevato contenuto di NH; nel sangue si ritro- 
va, ovviamente, nel blocco del ciclo dell’urea dovu- 
to a deficienza congenita di uno degli enzimi del ci- 
clo. Inoltre la mancanza congenita della arginino- 
succinato sintetasi e della argininosuccinato liasi, 
oltre ad iperammoniemia, produce accumulo nel 


sangue ed eliminazione con le urine di citrullina e 
di argininosuccinato rispettivamente 

La concentrazione ematica fisiologica dell’urea 
varia fra i 2,5 e 6,0 umoli/l (5-14 mg/100 ml). 
Valori più elevati sono indice di alterata filtrazione 
glomerurale (glomerulonefrite), o di bassa pressio- 
ne ematica. Bassi valori ematici di urea, oltre che 
nei difetti congeniti dell’ureagenesi, si riscontrano 
nelle gravi epatopatie. 

In questi casi la diagnosi di laboratorio precoce, 
più che su un elevato contenuto di NHy * nel san- 
gue, si basa su/la presenza di acido orotico nelle 
urine (aciduria orotica). L’acido orotico è un inter- 
medio della biosintesi delle basi pirimidiniche, il 
cui precursore è il carbamil-fosfato citoplasmatico. 
Evidentemente la compartimentazione dei due pool 
del carbamil-fosfato (mitocondriale e citoplasmati- 
co) non è così rigida da impedire il passaggio di 
carbamil-fosfato dai mitocondri al citoplasma quan- 
do il ciclo dell’urea è inibito. Anche un passaggio di 
NH; dai mitocondri al citoplasma può indurre gli 
stessi effetti. 


METABOLISMO DEI SINGOLI 
AMMINOACIDI 


Gli amminoacidi, oltre ad essere utilizzati nei 
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Figura 14.10 Utilizzazione metabolica della glicina 


(1) = Serina transidrossimetilasi; (2) = glicina ossidasi; (3) = gliossalato deidrogenasi; (4) = a-chetoglutarato: glios- 


salato carboligasi. 


processi metabolici generali descritti, sono suscetti- 
bili di reazioni particolari, alcune delle quali forma- 
no l’oggetto di questo capitolo. 


Glicina 


Formazione della serina. Per acquisizione del 
radicale idrossimetilico dal 5,10-metilen-FH, , in 
una reazione catalizzata dalla serina transidrossi- 
metilasi, la glicina si trasforma in serina (Fig. 
14.10) e quindi in piruvato ed in glicogeno. La gli- 
cina è quindi un amminoacido glucogenico. 

Deaminazione ossidativa in acido gliossilico. 
Per azione della ossidasi, una flavoproteina FAD di- 
pendente, la glicina viene ossidata in acido gliossi- 
lico. Per azione di altro enzima flavinico l’acido 
gliossilico può essere ossidato in acido ossalico e 
come tale eliminato attraverso i reni. Il gliossilato, 
ad opera dell’enzima a-chetoglutarato: gliossalato 
carboligasi, è condensato con l’a-chetoglutarato 
(Fig. 14.10), per formare @-idrossi-B-chetoadipato, 
la forma principale di smaltimento del gliossalato. 
Da notare che l’a-idrossi-B-chetoadipato, il prodot- 
to della reazione, può riformare a-chetoglutarato 


per decarbossilazione ossidativa spontanea, sicché 
la reazione diventa autocatalitica. La mancanza del- 
la c-chetoglutarato: gliossalatocarboligasi, obbli- 
ga il gliossalato a formare ossalato (iperossaluria 
primaria). La insolubilità dell’ossalato di calcio 
causa formazione di calcoli renali ed anche deposi- 
ti di ossalato di calcio in altri tessuti, fra cui il mio- 
cardio. Per queste anomalie i pazienti affetti da 
iperossaluria primaria muoiono precocemente. 

Iperossaluria non primaria con calcolosi renale 
sl può avere in seguito ad ingestione di alimenti ric- 
chi di ossalati, quali spinaci, tè, cacao e rabarbaro, 
oppure dopo somministrazione di elevate quantità 
di acido ascorbico . 


Precursore della sintesi di vari composti. La 
glicina è largamente utilizzata per la sintesi di nu- 
merosi composti fra 1 quali il glutatione, l’eme, gli 
acidi glicocolici e la creatina. La glicina può essere 
inoltre utilizzata dal fegato nei processi di coniuga- 
zione (analogamente all’acido glucuronico) per eli- 
minare composti tossici. Ad esempio l’acido ben- 
zoico, dopo attivazione a benzoil-CoA, può essere 
coniugato con la glicina per formare benzoilglicina 
(acido ippurico). 





Serina 


Potendosi formare sia dalla glicina che dall’aci- 
do 3-fosfoglicerico per ossidazione e successive 
transaminazioni, con intervento di acido glutammi- 
co e defosfatazione, la serina non è un amminoaci- 
do essenziale. 

Inoltre, potendo formare acido piruvico nella 
reazione catalizzata dalla serina-treonina deidrata- 
si (l’enzima è così denominato poiché entrambi gli 
amminoacidi ne sono il substrato), /a serina è un 
amminoacido glucogenico. 


NAD+ NADH 
ie e -®) CH, — 0 -«£®) 
COO. COO” 
3-fosfoglicerato 3-fosfo- 


idrossipiruvato 


Glutammato 


o-chetoglutarato 


Pi 


CH, —OH CH, —0-®) 
NH —C—H va. © NE —0-H I 

COO LED 

serina fosfoserina 


La serina è l’amminoacido più diffuso nelle pro- 
teine ed è precursore di molti composti: sfingolo, 
cisteina e glicina. 


Treonina 


Per deaminazione catalizzata dalla serina-treo- 
nina deidratasi la treonina si trasforma in a-cheto- 
butirrato e questo, per successiva decarbossilazione 
ossidativa, in propionil-CoA. La treonina è quindi 
un amminoacido glucogenico. 


Cisteina 


Formazione. Gli animali possono ricavare la ci- 
steina dalla omocisteina e dalla serina mediante due 
reazioni catalizzate rispettivamente dalla cisfationi- 
na sintetasi (1) e dalla cistationinasi (2), enzimi pi- 
ridossal fosfato dipendenti: 
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Nell’uomo una deficienza congenita della cista- 
tionina sintetasi produce omocistinuria. La omoci- 
steina, che si accumula per inibizione della prima 
reazione, viene infatti ossidata ad omocistina, che si 
accumula nel sangue e viene eliminata con le urine. 

I pazienti affetti da omocistinuria presentano un 
elevato contenuto ematico di omocisteina, di metio- 
nina, il precursore della omocisteina, e di omocisti- 
na. Presentano inoltre una grave sintomatologia do- 
vuta ad anomalie del collagene: deformazione delle 
articolazioni e delle ossa e dislocazione delle lenti 
dell’occhio. Quest'ultima è causata da disorganiz- 
zazione delle fibre collageniche che mantengono le 
lenti in situ. E probabile che queste alterazioni del 
collagene dipendano da anomalie dei legami crocia- 
ti -S-S- per sostituzione della omocisteina alla ci- 
steina. 

Un’anomala conformazione congenita della mo- 
lecola della cistationinasi, che implica una diminui- 
ta affinità per il piridossal-fosfato e quindi una di- 
minuita attività enzimatica, determina accumulo di 
cistationina e cistationinuria. 


Catabolismo. La principale via catabolica della 
cisteina consiste nella sua ossidazione a piruvato 
secondo il processo illustrato nella Fig. 14.11. 

Per azione della cisteina diossigenasi la cisteina 
subisce una ossidazione in corrispondenza del grup- 
po SH. Si forma così il cistein-sulfinato che viene 
transaminato in 3-sulfinil-piruvato, il quale viene 
quindi demolito, tramite un processo enzimatico 
non ancora chiarito, in piruvato e solfito. 
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Figura 14.11 Metabolismo ossidativo della cisteina 


1/2 Oo 
= 
SO3 
O, H+ solfito 


i 
Di 
COO. 


piruvato 


ti 
so? 


solfato 


(1) = Cisteina diossigenasi; (2) = GOT (glutammato ossaloacetato transaminasi); (3) = solfito ossidasi. 


Quest'ultimo viene ossidato a solfato dalla so/fito 
ossidasi. Il solfato così formatosi viene utilizzato 
per la sintesi dei glicosamminoglicani e dei solfa- 
tidi e nel fegato per la formazione degli esteri solfo- 
rici di vari alcoli, fenoli e steroli. L'eventuale ec- 
cesso di solfato viene escreto con le urine. La for- 
mazione di questi esteri solforici costituisce, come 
la glucuronazione e la coniugazione con glicina, un 
processo di detossificazione epatica. Una deficien- 
za congenita della solfito ossidasi induce gravi alte- 
razioni neurologiche e morte precoce. Pare sia l’ac- 
cumulo di solfito, piuttosto che la mancanza di sol- 
fato, la causa di queste gravi alterazioni. La cisteina 
può essere trasformata in piruvato anche per azione 
della cisteina desulfidrasi. 

Per altra via catabolica ossidativa la cisteina si 
trasforma in taurina, componente degli acidi bilia- 
ri. Il processo di formazione della taurina procede 
dal cistein-sulfinato secondo le vie alternative illu- 
strate nella Fig. 14.12. 


Sintesi del glutatione. Il glutatione (Y-glutamil- 
cisteinil-glicina) viene sintetizzato nelle due reazio- 
ni seguenti: 
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Figura 14.12 Formazione della taurina 








ATP 


1) glutammato + stia | y-glutamil-cisteina 


= 
ADP + Pi 
ATP 


2) y-glutamil-cisteina + gem glutatione 


nti 

ADP + Pi 
catalizzate rispettivamente dalla Y-g/utamil-cisteina 
sintetasi e dalla glutatione sintetasi, entrambe ri- 


chiedenti energia, che viene fornita dalla idrolisi di 
ATP in ADP + Pi. 


Metionina 


Amminoacido solforato indispensabile (la ci- 
steina non lo è in quanto può formarsi dalla metio- 
nina, ma non viceversa) la metionina, in forma di S- 
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Figura 14.13 S-adenosil-metionina (SAM) 


adenosilmetionina (SAM), costituisce il principale 
donatore di metili (Fig. 14.13). 

La S-adenosilmetionina (SAM) si forma nel fe- 
gato dalla metionina e ATP in una reazione cataliz- 
zata dalla metionina adenosil transferasi: 


metionina + ATP > SAM + PPPi (+ 3P1) 
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Figura 14.14 Metabolismo della me- | © CH 
tionina C—S— CoA a 
(1) = metionina adenosil transferasi; (2) = 4 = 
transmetilasi; (3) = idrolasi; (4) = omocistei- ua 
na transmetilasi; (5) = omocisteina desulfidra- COO 
si; (6) = chetobutirrato ossidasi; SAM = S- ssi 
adenosilmetionina; R = accettore di metili. propionil-CoA CO, + H,0 a-chetobutirrato 
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Si tratta di una reazione singolare nella quale 
l’ATP cede alla metionina l’adenosina, liberando 
trifosfato inorganico che viene demolito in fosfato 
inorganico. Dopo la donazione del metile, la SAM 
sl trasforma in S-adenosilomocisteina, che viene 
spontaneamente idrolizzata in omocisteina ed ade- 
nosina. La omocisteina può essere rimetilata a me- 


tionina per azione della omocisteina transmetilasi a 
spese del N°-metil-FH, oppure può essere trasfor- 
mata in a.-chetobutirrato per azione della omocistei- 
na desulfidrasi (Fig. 14.14). La omocisteina produ- 
ce c-chetobutirrato anche reagendo con la serina 
per formare cistationina. 
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Figura 14.15 Destino catabolico 
della leucina, isoleucina e valina 


(1)' = Glutammato leucina transaminasi; 
(1)" = glutammato isoleucina transami- 
nasi; (1)" = glutamato valina transamina- 

si; (2) = complesso decarbossilante con- Y 
tenente DPT, lipoato, FAD e NAD; (3) = 
2-chetoisocaproato deidrogenasi; (4) = 


2-chetoisovalerato deidrogenasi. 
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Questi amminoacidi a catena ramificata per tran- 
saminazione con a-chetoglutarato formano 1 corri- 
spondenti chetoacidi, che per decarbossilazione 0s- 
sidativa formano tioesteri con il CoA (Fig. 14.15). 

L’essenzialità di questi tre amminoacidi deriva 
dalla circostanza che detta reazione di decarbossi- 
lazione ossidativa è irreversibile e d’altro canto non 
esistono vie metaboliche capaci di formare catene 
carboniose ramificate di questo tipo. 

La decarbossilazione ossidativa dei tre amminoa- 
cidi è catalizzata da una @.-cheto acido deidrogenasi 
in tutto simile alla piruvato deidrogenasi. L’unicità 
dell’enzima per i tre amminoacidi spiega perché nel- 
la malattia dell’“urina a sciroppo d'acero” (vedi ol- 
tre) questi tre amminoacidi si accumulino nel sangue 
e vengano eliminati insieme nelle urine. 

L’isovaleril-CoA che deriva dalla leucina viene 
trasformato, attraverso una serie di reazioni, in p}- 
idrossi-B-metil-glutaril-CoA e quindi in acetil-CoA 
e in acetoacetato. La /eucina è pertanto un ammi- 
noacido chetogenico. 

Il 2-metilbutirril-CoA derivante dalla isoleucina 
viene convertito in quantità equimolecolari di ace- 
til-CoA e di succinil-CoA. Poiché il succinil-CoA è 
glucogenico e l’acetil-CoA è chetogenico, la iso/ew- 
cina è amminoacido glucogenico e chetogenico in- 
sieme. 

L’isobutirril-CoA derivante dalla valina viene 
trasformato in succinil-CoA e CO, La valina è 
quindi amminoacido glucogenico. 

Il metabolismo dei tre amminoacidi a catena ra- 
mificata è attivo non solo nel fegato, ma anche in 
altri tessuti, soprattutto muscolo scheletrico e car- 
diaco, per i quali questi amminoacidi costituiscono 
importanti fonti di energia ed anche fattori di rego- 
lazione del metabolismo proteico (proteolisi e sin- 
tesi proteica). 


Malattie ereditarie per difetto di enzimi del me- 
tabolismo degli amminoacidi a catena ramificata. 
Una deficienza della transaminasi epatica per la va- 
lina è causa della malattia genetica ipervalinemia, 
caratterizzata da accumulo nel sangue ed escrezio- 
ne urinaria di valina. La mancanza della a-chetoa- 
cido deidrogenasi è causa della malattia congenita 
nota come “maple syrup urine disease” (malattia 
dell’urina a sciroppo d’acero), così denominata per 
la consistenza sciropposa e l’odore caratteristico 
dell’urina dei pazienti. Nelle urine si ritrovano vali- 
na, leucina ed isoleucina ed i corrispondenti cheto- 
derivati (chetoaciduria). La consistenza sciropposa 
delle urine è dovuta alla formazione di un polimero 
dell’a-idrossibutirrato, prodotto di riduzione dell’a- 
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chetobutirrato. L’o-chetobutirrato è un intermedio 
del metabolismo della treonina, che si accumula per 
inibizione secondaria della a-chetobutirrato deidro- 
genasi da parte dei chetoacidi a catena ramificata. 
L’accumulo di tutti questi metaboliti intermedi pro- 
duce danni irreparabili alle cellule nervose. 


Lisina 


È un amminoacido non suscettibile di transami- 
nazione. La sua incapacità a transaminare e quindi 
l’impossibilità di formazione del chetoacido omolo- 
go rende ragione della indispensabilità di questo 
amminoacido. 

La via catabolica più importante della lisina, al- 
meno negli animali superiori e nell’uomo, è indica- 
ta in forma incompleta nella Fig. 14.16. 

Nella prima reazione, catalizzata dalla lisina 0 
chetoglutarato riduttasi, la lisina reagisce con l’a- 
chetoglutarato ed in presenza di NADPH forma un 
composto di addizione denominato saccaropina. 
Nell’uomo una deficienza congenita di questa ridut- 
tasi determina iperlisinemia e lisinuria. Nella rea- 
zione successiva, catalizzata dalla saccaropina dei- 
drogenasi, NAD* dipendente, la saccaropina viene 
demolita ossidativamente in glutammato e semial- 
deide dell’acido o-amminoadipico. Si può osserva- 
re come queste due reazioni portino alla rimozione 
del gruppo amminico epsilon della lisina ed all’a- 
minazione dell’a-chetoglutarato in glutammato. Si 
tratta in sostanza di un processo di transaminazione 
indiretta che sostituisce la transaminazione diretta, 
che, per mancanza della relativa transaminasi, non 
è possibile per la lisina. La semialdeide dell’o-am- 
minoadipato viene ossidata, a spese del NADP* ed 
a opera di una deidrogenasi specifica, in o-ammi- 
noadipato; questo viene transaminato in o.-chetoa- 
dipato, che in una reazione di decarbossilazione 0s- 
sidativa viene trasformato in glutaril-CoA e questo, 
in una serie di reazioni, che non riportiamo, in ace- 
toacetil-CoA. La lisina è quindi chetogenica. 

Un alterato catabolismo della lisina è alla base di 
due malattie ereditarie: la iperlisinemia e la sacca- 
ropinuria. La prima, quasi certamente ascrivibile a 
deficienza della lisina a-chetoglutarato riduttasi, è 
associata ad iperammoniemia e induce ritardo men- 
tale. La seconda, dovuta a difetto ereditario della 
saccaropina liasi, è caratterizzata da una abbondan- 
te eliminazione urinaria di saccaropina e di lisina e 
porta analogamente a ritardo mentale. 


Biosintesi della carnitina. Negli animali la lisi- 
na è anche il precursore della carnitina cui fornisce 
lo scheletro carbonioso, mentre l’adenosilmetionina 
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Figura 14.16 Via catabolica principale della lisina 
(1) = Lisina: a-chetoglutarato riduttasi; (2) = saccaropina deidrogenasi; (3) = semialdeide aminoadipato deidroge- 
nasi; (4) = transaminasi; (5) = a-chetoacido deidrogenasi. 
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fornisce i gruppi metilici. Uno schema succinto del- per azione della meti/asi III (1). Quando la proteina, 


la trasformazione della lisina in carnitina è dato dal- 


che contiene residui di epsilon-N-trimetillisina vie- 


la Fig. 14.17. La lisina proteica, ma non quella li- ne idrolizzata da una proteasi microsomiale (2) si 
bera, viene metilata a spese della adenosilmetionina libera la epsilon-N-trimetillisina, che viene B-idros- 


Ca 
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Figura 14.17 Biosintesi della carnitina a partire dalla lisina proteica 
(1) = Metilasi III; (2) = proteasi microsomiale; (3) = f-idrossilasi; (4) = aldolasi; (5) = ossidasi; (6) = f-idrossilasi; 


SAM = solfoadenosilmetionina; SAO = solfoadenosilomocisteina. 


silata ad opera di una idrossilasi (3). Interviene 
quindi una a/dolasi (4) che libera glicina con for- 
mazione di un composto aldeidico che viene ossida- 
to (5) a deossicarnitina. Quest’ultima viene P-idros- 
silata a carnitina ad opera di una f}-idrossilasi (6). 

Tutti i tessuti sono in grado di trasformare la ep- 
silon-N-trimetillisina in deossicarnitina, l’imme- 
diato precursore della carnitina, ma solo il fegato ed 
i reni sono capaci di trasformare la deossicarnitina 
in carnitina (Fig. 14.18). Si deve quindi concludere 
che il fegato catturi la deossicarnitina dal sangue 
per riversarvi carnitina e che i tessuti extraepatici 
possano catturare dal sangue la carnitina immessa- 
vi dal fegato, insieme con quella esogena prove- 
niente dall’assorbimento intestinale. 


Arginina e ornitina 


L’arginina non è un amminoacido essenziale per 
l’uomo, ma la sua sintesi da parte dell’organismo in 
accrescimento non è sufficiente a coprirne il fabbi- 
sogno. Per questa ragione l’arginina è essenziale 
per l’organismo giovane e non essenziale per l’a- 


dulto. Si può quindi definirla “semiessenziale”. 

L’arginina viene convertita in ornitina per tran- 
samidinazione con la glicina nella sintesi della crea- 
tina o per azione dell’arginasi nel ciclo dell’urea. 
L’ulteriore metabolismo dell’arginina procede 
quindi via ornitina. 

L’ornitina, oltre che seguire il ciclo dell’urea, 
può essere convertita in acido glutammico, previa 
formazione della semialdeide glutammica, in un 
processo di transaminazione che interessa il gruppo 
amminico epsilon: 


î TL 
CH, — NH3 G=0 0=0 
| | NAD+ NADHI 
CHs a-chetoglutarato CHo CHo 
| | | 
Cra "4 lia cri 
NH3- CH NHy-CH HO NHs-CH 
| glutammato | | 
a fo co 
(0 (CE a 
ornitina semialdeide glutammato 
glutammica 
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Figura 14.18 Biosintesi della carnitina e sua compartimentazione nei vari tessuti 


La idrossilazione della deossicarnitina in carnitina avviene sono nel fegato e nei reni. 


In questo processo si formano due molecole di 
glutammato: una dallo scheletro carbonioso dell’- 
chetoglutarato, l’altra da quello della ornitina. 
Come si vedrà oltre l’arginina è anche precursore 
del NO (monossido di azoto). 


Le poliammine 


L’ornitina è precursore delle principali poliam- 
mine (putrescina, spermidina e spermina), sostanze 
ubiquitarie in tutte le cellule e necessarie per lo svi- 
luppo cellulare. Come è indicato nella Fig. 14.19, 
queste tre poliamine derivano dalla ornitina per 
azione della ornitina decarbossilasi. E questo un 
enzima inducibile avente, fra tutti gli enzimi pre- 
senti negli eucarioti, il turnover più rapido (la semi- 
vita di questa decarbossilasi è di soli 10 minuti). La 
sua importanza nello sviluppo cellulare è dimostra- 
ta dalla circostanza che nelle condizioni nelle quali 
viene stimolata la sintesi proteica e quindi la divi- 
sione cellulare, un aumento dell’attività della orni- 
tina decarbossilasi precede sempre la neosintesi del 
mRNA. La biosintesi delle poliammine è riportata 
nella Fig. 14.19. 

La ornitina viene decarbossilata dalla ornitina 


decarbossilasi, enzima piridossal-fosfato dipenden- 
te, per formare putrescina. Questa, ricevendo il 
gruppo amminopropilico della S-adenosilmetionina 
(SAM) decarbossilata, forma la spermidina che, per 
acquisto di un secondo gruppo amminopropilico, 
ceduto dalla SAM decarbossilata, si trasforma in 
spermina. È singolare, in questo processo, la fun- 
zione della SAM che, anziché donare, come di con- 
sueto, il metile, dopo decarbossilazione catalizzata 
da una decarbossilasi non contenente il piridossal- 
fosfato, agisce da donatore dell’amminopropile. 

Il catabolismo delle poliamine avviene princi- 
palmente per deaminazione ossidativa catalizzata 
dalla diammina ossidasi, un enzima a rame, con 
produzione finale di H;O, e NH; (Fig. 14.20). 

La principale funzione delle poliammine è, co- 
me si è detto, quella di stimolare e controllare la 
sintesi degli RNA e DNA. Sotto questo punto di vi- 
sta la biosintesi delle poliammine è attualmente 
molto seguita anche in rapporto con la genesi dei 
tumori. Una loro biosintesi non controllata potreb- 
be infatti essere rilevante al riguardo. Si è inoltre 
accertato che le poliammine sono attive nella aggre- 
gazione piastrinica, nella lipolisi e per l’attività di 
varie proteine chinasi. Molto ricchi di poliammine 
sono prostata e liquido seminale. 
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Figura 14.19 Biosintesi delle poliammine 


(1) = Ornitina decarbossilasi (piridossal fosfato dipendente); (2) = SAM decarbossilasi; (3) = spermidina sintetasi; 
(4) = spermina sintetasi. 
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Amminoacidi non essenziali e glucogenici, sono glutarato 
in equilibrio rispettivamente con l’ossaloacetato e 
l’o-chetoglutarato. Possono formare le rispettive 
amidi asparagina e glutammina incorporando am- 0, 
moniaca. _ 
Come illustrato nello schema sotto riportato, per a a «ed 
transaminazione (1) la glutammina può cedere il ? Ù 
gruppo amminico a vari chetoacidi per formare o C=0 NH =0=H 
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zato in a-chetoglutarato ed ammoniaca per azione 
di una specifica deamminasi (2): piruvato alanina 
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Figura 14.20 Catabolismo delle poliammine 
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Tutte le tappe fino a B-amminopropionaldeide sono catalizzate da diammino- e -ammino ossidasi O, dipendenti con 


produzione di HyO, e NH4*. 


hd CHo 
L’a-chetoglutarammato, che aumenta fino a 10 | Mi | 
volte nel liquido cerebrospinale dei pazienti in co- CHa CHa 
ma epatico, riveste notevole interesse nella patoge- CA NH; — kt 
nesi della encefalopatia da intossicazione da ammo- | | 
niaca. Come già ricordato la glutammina può anche COO” COO” 
essere convertita in acido glutammico per opera aspartato glutammina 
della g/utamminasi, enzima idrolitico particolar- ATP 
mente abbondante nel fegato e nei reni. 
Nei mammiferi la asparagina, necessaria come O. 
la glutammina per la sintesi di quasi tutte le protei- N 
i n * C 
ne, viene sintetizzata da aspartato e glutammina in O, NH a | 
una reazione nella quale la glutammina cede all’a- ‘A CHo 
spartato il gruppo amidico. La reazione, catalizzata | + | 
dalla asparagina sintetasi dipendente da glutammi- CHo CHo 
na, richiede l’energia fornita dall’ ATP: Ni 0 riad 
COO. boo 
asparagina glutammato 
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Figura 14.21 Utilizzazione del glutammato nel tessuto cerebrale 
(1) = Glutammato decarbossilasi; (2) = transaminasi; (3) = semialdeide succinica deidrogenasi; (4)= lattico deidro- 


genasi; (5) = glutammato deidrogenasi. 


L’asparagina può essere riconvertita in aspartato 
per azione dell’enzima idrolitico asparaginasi. 

Le cellule tumorali non sono in grado di sinte- 
tizzare l’asparagina, necessaria per la sintesi pro- 
teica. Questa deve essere loro fornita dalle cellule 
normali capaci di sintetizzarla dall’acido aspartico. 
Per questa particolare situazione si può controllare 
la crescita di certi tumori mediante l’asparaginasi 
che, idrolizzando l’asparagina in aspartato ed am- 
moniaca, sottrae l’ammide alle cellule tumorali 
bloccandone lo sviluppo. 

Nel tessuto nervoso il glutammato per decarbos- 
silazione catalizzata dalla glutammato decarbossi- 
lasi, enzima piridossal fosfato dipendente, forma il 
y-amminobutirrato (GABA), noto neurotrasmettito- 
re. II GABA può essere trasformato in semialdeide 
succinica per azione di una transaminasi che trasfe- 


risce il suo gruppo amminico all’a-chetoglutarato. 
La semialdeide succinica viene poi ossidata in suc- 
cinato. Nel tessuto cerebrale questo processo è al- 
ternativo al ciclo di Krebs per la trasformazione a- 
chetoglutarato + succinato. Per azione della latti- 
co deidrogenasi la semialdeide succinica può esse- 
re anche ridotta in Y-idrossibutirrato (Fig. 14.21). 


Prolina ed idrossiprolina 


Prive del gruppo amminico (sono immino acidi), 
prolina ed idrossiprolina non possono essere né 
deaminate, né transaminate. In quanto possono for- 
marsi dal glutammato non sono amminoacidi essen- 
ziali ed in quanto possono trasformarsi in glutam- 
mato sono amminoacidi glucogenici. Il processo di 
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Figura 14.22 Formazione della prolina dal glutammato 


(1) = y-semialdeide glutammica deidrogenasi; (2) 


formazione della prolina dal glutammato è illustra- 
to nella Fig. 14.22. In una prima reazione catalizza- 
ta dalla y-semialdeide glutammica deidrogenasi, il 
glutammato viene ridotto nella sua Y-semialdeide. 
La reazione richiede NADPH e ATP, in quanto, per 
essere ridotto, il glutammato deve essere previa- 
mente fosforilato in y-fosforil-glutammato. La y-se- 
mialdeide viene spontaneamente ciclizzata in 1-pir- 
rolin-5-carbossilato e questo ridotto a prolina dalla 
pirrolin-5-carbossilato riduttasi a spese del 
NADPH. La prolina può essere riconvertita in glu- 
tammato nella stessa serie di reazioni a direzione 
opposta: 


reazione spontanea; (3) 


= A'-pirrolin-5-carbossilato riduttasi. 


La idrossiprolina si forma per idrossilazione del- 
la prolina dopo che questa è già incorporata nel pre- 
collagene (il collagene è la sola proteina contenen- 
te idrossiprolina). L'enzima che catalizza la idrossi- 
lazione della prolina procollagenica è la prolina 
idrossilasi che, analogamente alla lisi! idrossilasi, è 
una peptidil idrossilasi. Il processo si svolge come 
illustrato nella Figura 14.23 e richiede la presenza 
di O), a- chetoglutarato, Fe?* ed acido ascorbico. 
Un atomo dell’O, molecolare è incorporato nel suc- 
cinato formatosi per decarbossilazione dell’o—che- 
toglutarato, e l’altro atomo è inserito nella prolina 
con formazione del gruppo ossidrilico. La lisil 
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Figura 14.23 Idrossilazione della prolina contenuta nel procollagene ad opera della prolina-idros- 


silasi, enzima a Fe?+ 


(1) = prolina-precollagene idrossilasi. 
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Figura 14.24 Catabolismo della istidina 
(1) = Istidasi o istidina deamminasi; (2) = urocanasi; (3) = immidazolone propionato idrolasi; (4) = formimmino glu- 


tammato transferasi. 


idrossilasi, pure implicata nella biosintesi del colla- 
gene, e la deossicarnitina idrossilasi, sono come la 
prolina idrossilasi, ossigenasi miste che oltre all’O, 
richiedono ascorbato, Fe?* ed -chetoglutarato. 


Istidina 


Analogamente all’arginina, l’istidina è un ammi- 
noacido semiessenziale, in quanto durante l’accre- 
scimento corporeo non viene sintetizzata in quanti- 
tà adeguate al fabbisogno. 

La principale via catabolica della istidina, che ha 
sede eminentemente epatica, è illustrata nella Fig. 
14.24. Per azione della istidasi la istidina viene dea- 
minata in acido urocanico. Questo, per assunzione 
di una molecola di acqua, catalizzata dalla urocana- 
si, viene trasformato nell’imidazolone propionato, 
che, per apertura idrolitica dell’anello imidazolico, 
catalizzata da una specifica idrolasi, viene converti- 
to in formimino glutammato. Per trasferimento del- 
l’unità formiminica sul FHy il formimminoglutam- 


mato si trasforma in glutammato e il FHy in for- 
mimmino FH,. La eliminazione con le urine di for- 
mimminoglutammato costituisce uno dei segni più 
precoci di una deficienza di acido folico. Per meglio 
evidenziare tale deficienza si usa determinare il for- 
mimminoglutammato dopo carico orale di istidina. 

La deficienza di istidasi è causa della 
istidinemia, una malattia congenita associata a di- 
sfasia. 

Per decarbossilazione la istidina si trasforma in 
istammina, potente vasodilatatore ed anche stimola- 
tore della secrezione del succo gastrico. Le reazioni 
allergiche stimolano una eccessiva liberazione di 
istammina. 


Fenilalanina e tirosina 
L’organismo è incapace di sintetizzare l’anello 


benzenico della fenilalanina; pertanto questo ammi- 
noacido è essenziale. La tirosina non lo è purché 
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l’apporto di fenilalanina sia adeguato e sia attiva la 
idrossilasi che la converte in tirosina. 
Idrossilazione della fenilalanina. La fenilalani- 
na viene idrossilata in tirosina dalla feni/alanina 
idrossilasi, una mono-ossigenasi che promuove la 
incorporazione di uno dei due atomi dell’ossigeno 
molecolare (O;) nella posizione para dalla fenilala- 
nina e riduce l’altro ad H,0 utilizzando i due idro- 


geni della fetraidrobiopterina, un omologo della 
porzione pteridinica dell’acido folico. La diidro- 
biopterina, che così si forma, viene ridotta di nuovo 
a tetraidrobiopterina dalla diidrobiopterina ridutta- 
si a spese di NADPH (Fig. 14.25). La reazione fe- 
nilalanina — tirosina è irreversibile e ciò spiega la 
essenzialità della fenilalanina anche quando sia di- 
sponibile la tirosina. 
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Figura 14.25 Idrossilazione della fenilalanina 
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(1) = Fenilalanina idrossilasi; (2) = diidrobiopterina riduttasi; (3) = tirosina idrossilasi. 


La tirosina può essere idrossilata a diidrossifeni- 
lalanina (DOPA) dalla tirosina idrossilasi che uti- 
lizza ancora la tetrabiopterina ed il NADPH. La 
DOPA è il precursore delle melanine, della dopami- 
na e della adrenalina. La dopammina è un neurotra- 
smettitore specifico per le sinapsi ‘“dopamminergi- 
che” ed è deficiente nel morbo di Parkinson. 
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In una via catabolica, quantitativamente più rile- 
vante, la tirosina viene transaminata in p-idrossife- 
nilpiruvato, per azione della tirosina transaminasi, 
che trasferisce il gruppo amminico della tirosina 
sull’o-chetoglutarato (Fig. 14.26). Per azione di 
una diossigenasi contenente rame e che incorpora 
nel substrato entrambi gli atomi di ossigeno, il p- 
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Figura 14.26 Catabolismo della tirosina 
(1) = Tirosina transaminasi; (2) = p-idrossifenilpiruvato ossidasi; (3) = omogentisinato ossidasi; (4) = isomerasi; (5) 


= idrolasi. 
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idrossifenilpiruvato viene ossidato in acido omo- 
gentisinico 0 2,5-diidrossifenilacetico. Si tratta di 
una reazione molto complessa che implica la decar- 
bossilazione ossidativa della catena, una ulteriore 
idrossilazione dell’anello fenolico ed uno slittamen- 
to del gruppo acetilico. L’attività della p-idrossife- 
nilpiruvato ossidasi è dipendente dall’acido ascor- 
bico, tanto che negli stati di deficienza di questa vi- 
tamina si ha eliminazione urinaria di p-idrossifenil- 
piruvato. Per azione della omogentisinato ossidasi, 
una diossigenasi contenente ferro, l’omogentisinato 
per rottura dell’anello viene trasformato in maleila- 
cetoacetato e questo isomerizzato in fumarilacetoa- 
cetato. Quest'ultimo viene infine idrolizzato in fu- 
marato ed acetoacetato. 


Malattie ereditarie per difetto 
congenito di enzimi del 
metabolismo della fenilalanina e 
della tirosina 


Alterazioni del metabolismo della fenilalanina- 
tirosina per mancanza ereditaria dei relativi enzimi 
sono alla base di malattie del metabolismo degli 
aminoacidi. 

Fenilchetonuria. Malattia congenita causata da 
difetto della fenilalanina idrossilasi, è nota anche 
come oligofrenia fenilpiruvica, in riferimento alle 
gravi turbe mentali che ne dominano la sintomato- 
logia. Per assenza o deficienza dell’enzima che la 
trasforma in tirosina (il catabolismo della fenilala- 
nina passa pressoché interamente attraverso la tiro- 
sina) la fenilalanina si accumula nel sangue (iperfe- 
nilalaninemia) e viene eliminata con le urine. Per 
azione della fenilalanina transaminasi, che compa- 
re nel 2° mese di vita, buona parte della fenilalani- 
na accumulata viene transaminata in acido fenilpi- 
ruvico, che viene eliminato con le urine insieme con 
i suol prodotti di riduzione (acido fenil-lattico), di 
decarbossilazione ossidativa (acido fenilacetico) e 
di coniugazione di quest’ultimo con la glutammina 
(fenilacetilglutammina) (Fig. 14.27). La presenza di 
acido fenilpiruvico nelle urine, rivelabile dal colore 
verde oliva per aggiunta di FeCl; o meglio ancora 
una concentrazione di fenilalanina nel sangue ugua- 
le o superiore a 20 mg/100 ml (iperfenila- 
laninemia), consentono una diagnosi precoce di 
questa malattia che ha effetti devastanti sul sistema 
nervoso. La fenilchetonuria è infatti accompagnata 
da grave ritardo mentale (oligofrenia), espressione 
di mancato sviluppo del cervello e del tessuto ner- 
voso (demielinizzazione). La patogenesi di questi 
danni al sistema nervoso centrale non è completa- 
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Figura 14.27 Catabolismo abnorme della fenila- 
lanina in difetto di fenilalanina idrossilasi (fe- 
nilchetonuria) 


Tutti questi cataboliti (fenilpiruvato, fenillattato, fenilaceta- 


to e fenilacetilglutammina) si ritrovano nelle urine. 


mente chiara. E tuttavia certo che, almeno in parte, 
essi derivino dall’azione inibitoria della fenilalani- 
na e soprattutto dall’acido fenilpiruvico su a/cuni 





enzimi chiave del metabolismo glucidico: esochinasi, 
6-fosfogluconato deidrogenasi e piruvato deidrogena- 
si. Inoltre l’acido fenilpiruvico inibisce competitiva- 
mente il trasporto del piruvato attraverso la membra- 
na mitocondriale. Data l’essenzialità del metabolismo 
glucidico per la cellula nervosa, si comprendono i 
danni che derivano da un’alterata utilizzazione dei 
glucidi. In particolare l’inibizione del metabolismo 
ossidativo del piruvato determina una diminuita pro- 
duzione di acetil-CoA necessario anche per la biosin- 
tesi degli acidi grassi e del colesterolo, costituenti del- 
la mielina. Altra caratteristica della fenilchetonuria è 
la notevole depigmentazione della pelle, dell’iride e 
dei capelli, che simula l’albinismo. Questa sintomato- 
logia è attribuibile ad una inibizione della tirosina 
idrossilasi da parte dell’eccesso di fenilalanina ed al 
conseguente blocco parziale di formazione della DO- 
PA e quindi delle melanine (Fig. 14.27). 

La terapia della fenilchetonuria è essenzialmen- 
te dietetica e consiste in un regime alimentare pove- 
ro di fenilalanina e ricco di tirosina e degli altri am- 
minoacidi essenziali. Il reperimento di tale dieta 
non è facile (si ricorre in genere ad idrolisati di ca- 
seina impoveriti in fenilalanina), così come non è 
facile mantenere la somministrazione di fenilalani- 
na in limiti che non abbiano a compromettere l’ac- 
crescimento: la fenilalanina è amminoacido essen- 
ziale. Queste difficoltà vengono superate determi- 
nando bisettimanalmente la concentrazione della 
fenilalanina plasmatica e preoccupandosi che ri- 
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manga costantemente nei limiti fra 2 e 6 mg/100 ml. 
I danni celebrali vengono evitati se questa terapia 
dietetica inizia nel primo mese di vita, donde la ne- 
cessità di una diagnosi precoce. La terapia può es- 
sere sospesa quando il bambino ha raggiunto 1 6-7 
anni di età, allorché lo sviluppo del sistema nervo- 
so è praticamente terminato. 

Alcaptonuria. È una malattia metabolica più ra- 
ra della precedente, dovuta a mancanza congenita 
della ossidasi dell’acido omogentisinico (Fig. 
14.28). Questo metabolita si accumula e viene eli- 
minato con le urine che assumono un caratteristico 
colore bruno mogano causato dalla presenza di pro- 
dotti di autossidazione e polimerizzazione dell’aci- 
do omogentisinico. A differenza della fenilchetonu- 
ria questa malattia metabolica è benigna e non pro- 
voca tangibili alterazioni al tessuto nervoso. A cau- 
sa della deposizione dei prodotti secondari dell’aci- 
do omogentisinico nelle cartilagini si ha un loro im- 
brunimento, che si evidenzia con una colorazione 
grigio-bluastra dei padiglioni auricolari, delle pinne 
nasali e del dorso delle mani (“ocronosi”). Nell’età 
più avanzata questa stessa deposizione provoca ar- 
trosi anchilosante specie vertebrale: “yeumatismo 
alcaptonurico”. 

L’alcaptonuria non è suscettibile di alcun tratta- 
mento utile, in quanto l’acido omogentisinico si 
forma, anche in condizioni di digiuno, dalla fenila- 
lanina e tirosina che si liberano nella proteolisi en- 
dogena. 


ALBINISMO 


DOPA melanine 
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Figura 14.28 Sede delle lesioni biochimiche delle malattie congenite conseguenti ad anomalo me- 


tabolismo della fenilalanina 
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Albinismo. La deficienza ereditaria di tirosina 
idrossilasi, l'enzima che trasforma la tirosina in 
DOPA, induce la depigmentazione tipica della pel- 
le dei capelli e degli occhi nota come albinismo 
(Fig. 14.27). Poiché nell’albinismo non viene com- 
promessa la sintesi dell’adrenalina, che pure deriva 
dalla DOPA, il difetto genetico sembra limitato ai 
melanociti, le cellule dello strato basale dell’epider- 
mide adibite alla sintesi delle melanine. 


Triptofano 


Il catabolismo del triptofano, amminoacido es- 
senziale, segue due vie principali: una porta alla 
formazione di acetoacetil-CoA e acido nicotinico, 
l’altra alla formazione di serotonina. Quantitati- 
vamente la prima via impegna il 95% circa del trip- 
tofano che viene metabolizzato, la seconda il 5%. 

Triptofano > acetoacetil-CoA e acido nicotini- 
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Figura 14.29 Catabolismo del 
triptofano in acido nicotinico 
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co. La sequenza delle reazioni di questa via metabo- 
lica è riassunta nella Fig. 14.29. La prima reazione, 
implicante l’apertura ossidativa dell’anello pirroli- 
co, trasforma il triptofano in N-formilchinurenina. 
E la triptofano-2,3-diossigenasi, nota anche come 
triptofano pirrolasi, enzima inducibile contenente 
rame ed eme, responsabile di questa reazione. 
L’attività di questo enzima, la cui biosintesi è sti- 
molata dal triptofano e dagli ormoni corticosurrena- 
li, è inibita da NAD' e NADP', i prodotti terminali 
dalla via metabolica (inibizione ‘“feedback”). La 
formilchinurenina per cessione del gruppo formili- 
co al FH,y catalizzata dalla formammidasi, si tra- 
sforma in chinurenina, che per azione della chinu- 
renina 3-idrossilasi viene idrossilata in 3-idrossi- 
chinurenina. Per azione della chinureninasi, enzima 
piridossal-fosfato dipendente, la 3-idrossichinureni- 
na viene demolita in alanina + acido 3-idrossiantra- 
nilico. Nella avitaminosi B; questa reazione è inibi- 
ta e la 3-idrossichinurenina si ciclizza in acido xan- 
turenico, che compare nelle urine a testimoniare, 
appunto, uno stato di avitaminosi B6. 

L’acido 3-idrossiantranilico, attraverso una serie 
di reazioni che non vengono qui descritte, viene tra- 
sformato in piccola parte in acido nicotinico e in 
gran parte in acetoacetil-CoA. L’acido nicotinico, 
che si forma dal catabolismo del triptofano è co- 
munque largamente insufficiente a coprirne il fab- 
bisogno, donde la necessità di introdurre nicotina- 
mide (vit. PP) con gli alimenti. 


Triptofano —> serotonina > melatonina. La 
idrossilazione del triptofano in 5-idrossitriptofano, 
catalizzata dalla triptofano idrossilasi, è tetrabiop- 
terina dipendente. La successiva decarbossilazione 
in 5-idrossitriptamina, o serotonina, è catalizzata 
dalla 5-idrossitriptofano decarbossilasi, enzima pi- 
ridossal-fosfato dipendente (Fig. 14.30). Entrambi 
gli enzimi sono presenti nel cervello, il secondo an- 
che nel rene. 

La serotonina è un importante neurotrasmettito- 
re cerebrale, ma stimola anche la contrazione della 
muscolatura liscia delle arteriole e dei bronchioli. A 
livello gastrointestinale induce il rilascio di ormoni 
peptidici. Normalmente presente nelle urine in pic- 
cole concentrazioni, la si ritrova fortemente aumen- 
tata nelle condizioni (avitaminosi Bg morbo di 
Hartnup) nelle quali la prima via metabolica del 
triptofano è inibita. Anche alcuni farmaci ad azione 
depressiva, quali la reserpina, ne inducono una au- 
mentata eliminazione urinaria. Per azione della 5- 
idrossitriptamina ossidasi la serotonina viene dea- 
minata ossidativamente in acido 5-idrossiindolace- 
tico. I farmaci inibitori di questo enzima (es. la 
iproniazide) esplicano un’azione di stimolo psichi- 
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co, preservando ed incrementando la concentrazio- 
ne della serotonina nel tessuto cerebrale. Per azione 
successiva di una N-acetil-transferasi, e di una me- 
til-transferasi, che rispettivamente la acetilano in 
corrispondenza del gruppo amminico o la metilano 
in corrispondenza del gruppo idrossilico, la seroto- 
nina viene trasformata in melatonina, un ormone 
prodotto dalla ghiandola pineale. La melatonina ri- 
veste notevole interesse, in quanto, rispondendo al- 
le variazioni diurne dell’attività neuronale, intervie- 
ne nel controllo del ritmo circadiano. Tale effetto 
viene dedotto dalla circostanza che la biosintesi del- 
la melatonina viene inibita quando l’animale viene 
mantenuto in luce continua. 


Morbo di Hartnup 


È una malattia congenita risultante da alterato 
trasporto transmembrana del triptofano e di altri 
amminoacidi (i neutri e gli aromatici) per difetto del 
relativo sistema di “carrier”, ancora scarsamente 
noto. Questo alterato trasporto implica, fra l’altro, 
un difettoso assorbimento intestinale e riassorbi- 
mento renale di detti amminoacidi. Si spiega così la 
loro elevata concentrazione nelle urine. E la defi- 
cienza di triptofano che determina i sintomi pella- 
grosi che caratterizzano la malattia: eritema foto- 
sensibile, turbe psichiche accompagnate talora da 
ritardo mentale e atassia cerebellare. La relativa be- 
nignità della malattia fa presumere che il blocco 
dell’assorbimento intestinale degli amminoacidi, 
alcuni dei quali sono essenziali, non sia totale, po- 
tendo attuarsi parzialmente mediante assorbimento 
di piccoli peptidi. 

Il malassorbimento del triptofano e la sua conse- 
guente persistenza nel lume intestinale favoriscono 
il metabolismo di questo amminoacido da parte dei 
batteri intestinali con formazione di indolo. Questo 
catabolita batterico, una volta assorbito, inibisce la 
triptofano pirrolasi epatica, aggravando la carenza 
di nicotinamide, prodotto terminale del metaboli- 
smo del triptofano. 


Creatina e fosfocreatina 


Biosintesi. Alla sintesi della creatina concorrono 
tre amminoacidi: la g/icina, che cede lo scheletro 
carbonioso, l’arginina, che cede il gruppo amidini- 
co e la metionina, che cede il metile. La sintesi av- 
viene in due reazioni: la prima, reversibile, cataliz- 
zata dalla glicina amidino transferasi, la seconda, 
irreversibile, catalizzata dalla guanidoacetato metil 
transferasi, nella quale l’acido guanidoacetico, pro- 
dotto della prima reazione, viene metilato a creati- 
na Fig. 14.31). 
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Figura 14.30 Trasformazione del triptofano in serotonina e melatonina 


(1) = Triptofano idrossilasi (tetrabiopterina dipendente); (2) = 5-idrossitriptofano decarbossilasi (piridossal fosfato di- 


pendente); (3) = 5-idrossitriptammina ossidasi; (4) = 5-idrossitriptammina N-acetiltransferasi; (5) = N-acetil-5-idros- 
sitriptammina metilasi. 
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La sintesi della creatina ha luogo nel fegato e nei 
reni; da questi organi la creatina viene rilasciata in 
circolo e da questo catturata dai muscoli (cardiaco e 
scheletrico) e dal cervello, che la fosforilano per 
gran parte in fosfocreatina (Fig. 14.32). 


Appare strano che i tessuti che maggiormente 
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utilizzano la creatina non siano in grado di sintetiz- 
zarla, mentre i tessuti che la sintetizzano non la uti- 
lizzano. La dipendenza dal fegato del muscolo 
scheletrico per la disponibilità della creatina può 
spiegare l’astenia che accompagna le disfunzioni 
epatiche. Per contro un accumulo di creatina nel fe- 
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Figura 14.32 Sintesi della creatina nel fegato e sua utilizzazione energetica e metabolica nel mu- 


scolo ed in altri tessuti extraepatici 
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gato, quale si può avere per un eccesso di sintesi, 0 
per somministrazione di creatina esogena, induce 
inibizione del processo biosintetico; si tratta di un 
processo di regolazione “feed back” di ovvio signi- 
ficato fisiologico. 


Funzione. Nel muscolo, ma anche nel cervello, 
fegato e rene, la creatina, accettando il gruppo fo- 
sforico dell’ ATP, svolge il ruolo di riserva di radica- 
li fosforici ricchi di energia. La reazione di trasferi- 
mento reversibile del — P è catalizzata dalle creatina 
chinasi (ATP: creatina fosfotransferasi): 


H 
HN=C-NHsg ui ARP =0Ht P 
N-CH= Nene, dI N- CH=C00° 
CH, CH, 
creatina fosfocreatina 


La ragione di questa reazione deriva dal fatto 
che l’ATP non può accumularsi nei vari tessuti al di 
sopra di un limite assai modesto, corrispondente a 
circa 4-5 nmoli per mg di proteina. Ne consegue 
che la scorta di ATP deve essere rinnovata in conti- 
nuazione. E la fosfocreatina, presente nei tessuti in 
quantità 5 volte circa più elevata, che assicura un ri- 
fornimento di ATP nella reazione sopraddetta de- 
corrente da destra a sinistra. Dopo un moderato 
esercizio fisico la fosfocreatina del muscolo schele- 
trico diminuisce in misura molto più rilevante che 
non l’ATP, a dimostrazione che la fosfocreatina ri- 
fosforila l’ADP, man mano che l’ ATP viene defo- 
sforilato. Quando il ritmo di produzione metabolica 
di ATP supera quello della sua utilizzazione, nella 
stessa reazione decorrente da sinistra a destra, si 
forma fosfocreatina. La fosfocreatina costituisce 
quindi un deposito di energia immediatamente uti- 
lizzabile e atto a “tamponare” esigenze energetiche 
superiori alla velocità di sintesi dell’ ATP nei pro- 
cessi metabolici fosforilativi. 


Catabolismo. Parte della fosfocreatina viene 
spontaneamente ed irreversibilmente convertita in 
creatinina, l’anidride interna della creatina: 


CHs 


fosfocreatina 


creatinina 





Il ritmo di produzione della creatinina dalla 
creatina è pressoché costante per cui la quantità di 
creatinina eliminata giornalmente con le urine, pro- 
porzionata alla massa muscolare, è in ogni indivi- 
duo molto costante (1-1,5 g di creatinina nelle uri- 
ne nelle 24 ore). Poiché tutta la creatinina filtrata 
dai glomeruli viene eliminata con le urine (non vi è 
riassorbimento tubulare), la sua determinazione 
nelle urine, insieme con quella del volume urinario, 
costituisce un buon indice della filtrazione glome- 
rulare. Per questa ragione la “clearance” della crea- 
tinina viene utilizzata come classico test per la va- 
lutazione delle funzionalità renale. Una elevata 
concentrazione ematica di creatinina è indice di 
danno renale. 

Anche la creatina viene normalmente eliminata 
con le urine, ma in misura nettamente inferiore ri- 
spetto alla creatinina (50-100 mg di creatina nelle 
24 ore). Le donne ed i bambini eliminano più crea- 
tina che non l’uomo adulto. Eliminazione di quanti- 
tà elevate di creatina (creatinuria) si ha in alcune di- 
strofie muscolari (nelle quali si ha invece una netta 
diminuzione della escrezione di creatinina) e nell’1- 
pertiroidismo. 


BIBLIOGRAFIA 


I. Meister A. (1965) - Biochemistry of the amminoacids. 
Academic Press, New York. 


2. Holmes F.L. (1980) - Hans Krebs and the discovery of the 
ornithine cycle. Fed. Proc. 39:216. 


3. WellIner D. e Meister A. (1981) - A survey of inborn errors 
of amminoacid metabolism and transport in man. Annual 
Rev. Biochem. 50:911. 


4. Meister A. e Anderson M.E. (1983) - Glutathione. Ann. Rev. 
Biochem. 52:711. 


5. Cooper A.J.L. (1983) - Biochemistry of sulfur -containing 
aminoacids. Ann. Rev. Biochem. 52:187. 


6. Tabor C.W. e Tabor H. (1984) - Polyamines. Ann. Rev. 
Biochem. 53:749. 


7. Powers Lee S.G. e Meister A. (1988) - Urea synthesis and 
ammonia metabolism. In: Arias LU. et al. (eds) The liver. 
Biology and Pathobiology. 2a Ed. Raven Press, New York, 
D. dI. 

8. Heby O. e Persson L. (1990) - Molecular genetics of polya- 
mine synthesis in eukaryotic cells. Trends Biochem. Sci. 
1S:159. 

9. Morris S.M.Jr. (1992) - Regulation of enzymes of urea and 
arginine biosynthesis. Annu. Rev. Nutr. 12:81. 

10.Hudson R.C. e Daniel R.M. (1993) - L-glutamate dehydro- 
genases: distribution properties and mechanisms. Compar. 
Biochem. 106 B: 767. 

11.Kaufmann S. (1993) - New tetrahydrobioprotein-dependent 
systems. Ann. Rev. Nutr. 13:261. 


12.Coyle J.T. e Puttfarchen P. (1993) - Oxidative stress, gluta- 
mate and neurodegenerative disorders. Science, 262:689. 





CAPITOLO 





Metabolismo 
della emoglobina 


(a cura di G. Tettamanti) 





METABOLISMO DEL FERRO 


L'organismo umano adulto (per esempio un soggetto di 75 Kg) contiene 4-6 g cir- 
ca di Fe; circa il 60% del ferro è presente nella emoglobina e nella mioglobina, poco 
più di un quarto è depositato nel fegato, milza ed altri tessuti in forma di ferritina ed 
emosiderina, la rimanente parte è associata con i citocromi e gli enzimi contenenti Fe 
(vedi Tabella 15.1). 

Nonostante il rapido turnover degli eritrociti e l’intenso metabolismo dell’emoglo- 
bina (vedi oltre) il ferro viene efficientemente conservato e riutilizzato. La sua perdi- 
ta, principalmente tramite le feci, urine, sudore e desquamazione delle cellule epider- 
miche, è normalmente piuttosto esigua (0,5-1 mg al giorno). La donna nel periodo me- 


Tabella 15.I 


Distribuzione del ferro nell'organismo umano. Soggetto di 75 kg di peso. 
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struale ne perde 2-3 mg al giorno. Un’apprezzabile 
quantità di Fe viene eliminata con il latte legata al- 
la lattoferrina. 

Alimenti ricchi di ferro sono la carne, il pesce e 
fra i vegetali i funghi. L’emoglobina costituisce una 
ottima sorgente alimentare di ferro, tanto più che 
l’eme sembra possa essere assorbito tale e quale. 

Il fabbisogno giornaliero di ferro è di 10 mg per 
l’adulto maschio e di 15 mg per la donna nel perio- 
do pre-menopausa. In ogni caso so/o una parte piut- 
tosto esigua (da un quinto a un decimo) del ferro 
alimentare viene assorbita dall'’intestino. 


Assorbimento intestinale. L’assorbimento del 
ferro ha luogo principalmente nel duodeno e nel di- 
giuno. È la forma ridotta (Fe?*) che viene assorbi- 
ta. Per la riduzione del ferro alimentare è Importan- 
te l’acidità dello stomaco, che la rende possibile, e 
la presenza di un riducente (per es. acido ascorbi- 
co). Infatti l’assorbimento intestinale del ferro è 
compromesso nella achilia gastrica a causa della 
concomitante acloridria. Per contro la presenza nel- 
l’intestino di sostanze (fosfati, fitati e tannati) capa- 
ci di formare complessi con il Fe**, ne ritardano o 
ne precludono l’assorbimento. Proprio l'elevato 
contenuto in fitati (inositolo esafosfato) rende il fer- 
ro contenuto negli spinaci scarsamente disponibile 
per l’assorbimento. Pertanto la diffusa opinione che 
gli spinaci siano una ricca fonte di ferro biodisponi- 
bile è errata. 

L’assorbimento intestinale del ferro avviene in 
due tappe (Fig. 15.1). Nella prima il ferro, ridotto a 
Fe°* ad opera di una ferro reduttasi, viene traspor- 


Lume intestinale 


Apoferritina 


Ferritina 


Fe+ Fe 


Ferro 
reduttasi 


Fe?t Fa?* 


Figura 15.1 Assorbimento e trasporto del ferro 


Mucosa intestinale 


tato dal lume entro la cellula intestinale; la velocità 
di questa tappa dipende dalla quantità di ferro pre- 
sente nel lume. Nella seconda tappa il ferro viene 
trasportato dalla cellula intestinale al sangue attra- 
verso la membrana latero-basale. Quest'ultima tap- 
pa è regolata dalla quantità di apoferritina presen- 
te nella cellula intestinale. In deficienza di ferro la 
cellula intestinale sintetizza poca apoferritina, così 
che gran parte del ferro assorbito dall’enterocita 
passa nel plasma. Quando invece l’organismo di- 
spone di un eccesso di ferro, il contenuto in apofer- 
ritina dell’enterocita è elevato e gran parte del ferro 
vi si lega (apoferritina + Fe?* —> ferritina) e non 
passa in circolo. La ferritina, che così si accumula, 
rimane negli prender an alla loro desquamazio- 
ne. In tal modo l’organismo evita l’ingresso in cir- 
colo di un eccesso di ferro, evitandone un accumu- 
lo nei tessuti (siderosi), che risulterebbe deleterio. 

La ferritina è una proteina polimerica costituita 
da 24 subunità, che delimitano una cavità centrale 
nella quale si possono depositare fino a 4500 atomi 
di ferro in forma di ossido ferrico. Il ferro in ecces- 
so rispetto alla ferritina si deposita come ferro 
amorfo (emosiderina) legato irreversibilmenete ad 
una forma modificata della ferritina e costituisce 
l’emosiderina, visibile al microscopio in forma di 
granuli. Con quale meccanismo la disponibilità di 
ferro nell’organismo si traduca in una proporziona- 
le disponibilità di apoferritina nell’enterocita non è 
ancora noto. 

La ferritina è presente in piccole quantità nel 
plasma (0.2-1.2 mg/dl nei soggetti femminili adulti, 
0,3-3 mg/dl nei soggetti maschili). Data la buona 
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Ferro 
ossidasi 
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proporzionalità fra depositi di ferro nell’organismo 
e concentrazione di ferritina plasmatica, /a cono- 
scenza della concentrazione di ferritina plasmatica 
offre una utile indicazione dell’entità dei depositi di 
ferro. 


Trasporto nel sangue e distribuzione alle cellu- 
le (Fig. 15.1). Il ferro che viene rilasciato dagli en- 
terociti al plasma viene riossidato a Fe?* dalla fer- 
rossidasi I (nota anche come ceruloplasmina, una 
proteina contenente Cu?*) e ferrossidasi II. Il ferro 
ossidato viene quindi catturato dalla transferrina, 
una €} -globulina che raccoglie il ferro rilasciato dai 
depositi per distribuirlo a tutte le cellule, che lo ri- 
chiedono per la sintesi dell’eme (sintesi di citocro- 
mi, mioglobina ed emoglobina). La transferrina è 
una glicoproteina sintetizzata dal fegato e presente 
nel plasma in quantità intorno ai 300 mg/dl. Essa è 
capace di legare fino a 300 mg/dl di Fe?* (ciò rap- 
presenta la capacità legante il Fe del plasma), ri- 
manendo comunque solo al 50% della saturazione. 
Il rilascio del ferro dalla transferrina alle cellule che 
lo utilizzano ha luogo in corrispondenza di specifi- 
ci recettori di membrana. Il complesso “transferri- 
na-recettore” entra nella cellula attraverso un pro- 
cesso di endocitosi clatrino-dipendente e mentre la 
transferrina contenuta negli endosomi ritorna nel 
plasma, il ferro rimane nella cellula dove si lega ad 
una “proteina-carrier” che lo trasporta ai mitocondri 
nei quali inizia la sintesi dell’eme. In molte cellule 
il ferro rilasciato dalla transferrina prima di essere 
così utilizzato viene immagazzinato nella ferritina. 


Emocromatosi. Quando il rapporto emosideri- 
na/ferritina supera un valore critico (10:1) si ha 
emocromatosi, una condizione di accumulo di ferro 
altamente lesiva specie per le cellule epatiche. 
L’emocromatosi è rilevabile dal riscontro di una si- 
deremia elevata (superiore a 160 ug/dl; la sidere- 
mia normale varia fra 60 e 150 ug/dl) e ancora me- 
glio da una e/evata concentrazione ematica di tran- 


sferrina (superiore alle 1,5 nua 


Anemia ferro priva. È evidenziabile dalle picco- 
le dimensioni degli eritrociti (microciti) e dalla loro 
scarsa pigmentazione (ipocromici). L’una e l’altra 
condizione sono dovute a diminuita sintesi della 
globina, a sua volta causata da scarsità di eme. In 
questa condizione la ferritina serica è praticamente 
assente. Questo tipo di anemia consegue a perdita di 
sangue (es. sanguinamento gastro intestinale per ul- 
cera, mestruazioni abbondanti ecc.). La terapia con- 
siste nella somministrazione orale o parenterale di 
sali ferrosi (es. solfato ferroso) o addirittura di eri- 
trociti. 
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Maggiori dettagli sul metabolismo del ferro s0 
no riportati nel Capitolo “Biochimica della 
Nutrizione”. 


BIOSINTESI DELL’EME 


Dopo una vita media di 120 giorni gli eritrociti 
vengono distrutti per fagocitosi dalle cellule del re- 
ticolo endoteliale, specie nella milza. Nell’uomo 
adulto normale l’eme dell’emoglobina viene degra- 
dato al ritmo di 300 mg al giorno. Altrettanto eme 
viene sintetizzato nei reticolociti, le forme immatu- 
re degli eritrociti, in un processo trifasico: 1) biosin- 
tesi del porfobilinogeno; 2) formazione delle proto- 
porfirine; 3) formazione dell’eme. 


Biosintesi del porfobilinogeno 


La prima reazione consiste nella condensazione 
della glicina con il succinil-CoA per formare acido 
ò-amino levulinico (ALA). La reazione è catalizza- 
ta dalla ò-amminolevulinato sintetasi (ALA sinteta- 
si), enzima piridossal fosfato dipendente: 


i can edi 

CHo CHo 

| CO, | 

CHa i 

(C0A-S+C=0 c=o 
* 
succinil-CoA CH, — NH3 
CoA-SH 
SI Li , ò-amminolevulinato 
i OOC CHa —NH3 (ALA) 
glicina 


Questa reazione, che ha sede nei mitocondri, do- 
ve è disponibile il succinil-CoA originantesi nel ci- 
clo di Krebs, controlla l’intero processo della bio- 
sintesi dell’eme; l’ ALA sintetasi è infatti sede di re- 
golazione, essendo la sua attività inibita allosterica- 
mente dall’eme, prodotto finale del processo, o dal- 
l’emina, suo prodotto di ossidazione, e stimolata 
dagli ormoni steroidei. Alcuni farmaci quali il feno- 
barbitale e la sulfanilammide, sono pure capaci di 
attivare l’ ALA sintetasi. Nel fegato, inoltre, la sin- 
tesi della ALA sintetasi, enzima che ha una vita me- 
dia molto breve (70 minuti circa) è repressa dall’e- 
me, il quale agisce pertanto sia come effettore allo- 
sterico negativo sia come repressore. Questa versa- 
tile capacità di adattamento della attività della ALA 
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sintetasi alle varie condizioni ne fa uno degli enzi- 
mi regolatori più tipici. La dipendenza dal CoA 
(succinil-CoA) e dal piridossal fosfato di questa im- 
portante reazione dà ragione della anemia ipocro- 
mica che consegue a deficienza di acido pantoteni- 
co e di piridossolo. 

Nonostante la reazione avvenga nei mitocondri, 
la sintesi della ALA sintetasi ha luogo nel citosol, 
diretta da RNA di origine nucleare. Il trasferimento 
della ALA sintetasi nei mitocondri richiede l’inter- 
vento di una proteina citosolica ATP dipendente 
(proteina ‘“chaperon”) necessaria per il manteni- 
mento della ALA sintetasi nella configurazione 
estesa (non avvolta), la sola che ne consente il pas- 
saggio attraverso la membrana mitocondriale. 
Penetrata nello spazio intramitocondriale, la se- 
quenza N-terminale, che ha diretto il trasporto tran- 
smembrana dell’enzima, viene staccato da una pro- 
teasi e la ALA sintetasi si avvolge su se stessa in 
una conformazione terziaria atta alla catalisi enzi- 
matica. Anche questo avvolgimento intramitocon- 
driale della proteina è un processo ATP dipendente. 

Nella reazione successiva, catalizzata dalla por- 
fobilinogeno sintetasi due molecole di ALA si con- 
densano in una molecola di porfobilinogeno: 
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La porfobilinogeno sintetasi, enzima contenente 
Zn, è estremamente sensibile al piombo e ciò spie- 
ga come nelle intossicazioni da piombo si abbia ini- 
bizione della sintesi delle porfirine ed accumulo di 
acido-amminolevulinico, che si ritrova nelle urine. 
Il riscontro di quantità elevate di questo metabolita 
nelle urine (la eliminazione normale è di non più di 
2 mg nelle 24 ore) offre un prezioso dato per la dia- 
gnosi precoce di intossicazione da piombo. 


Sintesi delle protoporfirine 


Per azione della uroporfirinogeno III sintetasi 4 


molecole di porfobilinogeno si condensano ‘“testa- 
coda” per formare un tetrapirrolo lineare (Fig. 
15.2). 

L’enzima agisce come una deamminasi liberan- 
do una molecola di NH; per ogni ponte metilenico 
che si forma. Il tetrapirrolo lineare rimane legato al- 
l’enzima, dal quale si stacca ciclizzato per interven- 
to di un cofattore proteico denominato wuroporfiri- 
nogeno III cosintetasi. Per azione combinata della 
sintetasi e della cosintetasi si ha cioè la saldatura 
del tetrapirrolo lineare nell’uroporfirinogeno III, un 
composto porfirinico asimmetrico. L’asimmetria di 
questo composto (le catene laterali acetilica e pro- 
pionilica hanno nell’anello pirrolico IV posizione 
invertita rispetto agli altri tre anelli) viene indotta 
specificamente dalla cosintetasi per trasposizione, 
simultanea alla saldatura, delle due catene laterali. 
In assenza della cosintetasi si formerebbe un uro- 
porfirinogeno simmetrico (uroporfirinogeno I) non 
utilizzabile per la sintesi dell’eme. 

Successivamente per azione della uroporfirino- 
geno decarbossilasi, che decarbossila i residui ace- 
tilici in altrettanti residui metilici, si forma il copro- 
porfirinogeno III (Fig. 15.2). Infine per azione del- 
la coproporfirinogeno ossidasi si ha la deidrogena- 
zione dei ponti metilenici (-CH;.) angolari in ponti 
metinici (=CH-) e la contemporanea decarbossila- 
zione deidrogenativa dei due residui propionilici in 
residui vinilici: si forma così la protoporfirina IX. 


Formazione dell’eme 


L’introduzione di uno ione ferroso (Fe?*) nello 
spazio tetradentato della protoporfirina IX è cataliz- 
zata dalla ferrochelatasi o eme sintetasi (Figg. 15.2 
e 15.3), enzima mitocondriale che per la sua attivi- 
tà ottimale richiede la presenza di glutatione ridot- 
to. Man mano che si forma, l’eme viene rilasciato 
dal mitocondrio al citoplasma dove si lega alla glo- 
bina per formare emoglobina. In assenza di globina 
l’eme rimane nel mitocondrio dove si ossida rapida- 
mente ad emina. Eme ed emina inibiscono con mec- 
canismo ‘feed back” la ulteriore formazione di aci- 
do ò-amminolevulinico (Fig. 15.3). 

Un eccesso di ioni Fe?* sembrerebbe stimolare 
la sintesi della globina. Tale effetto legherebbe la 
produzione della globina alla disponibilità di ferro, 
così come la disponibilità di globina regola la sinte- 
si dell’eme. 

Da notare che mentre la sintesi dell’eme fino a 
ò-aminolevulinato è intramitocondriale, le successi- 
ve tappe sono extramitocondriali, eccettuate le ulti- 
me due che sono ancora intramitocondriali (Fig. 
15.3). Questa compartimentazione e l’obbligato 
passaggio degli intermedi attraverso la membrana 
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Figura 15.2 Biosintesi delle porfirine 


(1) = Uroporfirinogeno III sintetasi; (2) = cosintetasi; (3) = uroporfirinogeno decarbossilasi; (4) = coproporfirinoge- 
no ossidasi; (5) = eme sintetasi; A = acetile; P = propionile; M = metile; E = eme. 


mitocondriale costituiscono un ulteriore meccani- trociti dai tessuti ematopolietici. 

smo di regolazione della sintesi dell’eme. L’88% dell’eme neosintetizzato viene utilizzato 
Anche altri fattori regolano la sintesi della emo- per formare emoglobina, il 10% per formare mio- 

globina; fra questi la eritropoietina; una glicopro-  globina ed il 5% per la formazione dei citocromi. 

teina a basso peso molecolare prodotta dai reni, sti-  Nell’uomo adulto vengono sintetizzati ogni giorno 

mola produzione, maturazione e rilascio degli eri- 8 g di emoglobina. 
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Figura 15.3 Sintesi dell’eme e della emoglobina 
e meccanismo di controllo “feed back” della 
biosintesi dell’eme 


(1) = ALA sintetasi; (2) = porfirinogeno sintetasi; (3) = 
uroporfirinogeno III sintetasi; (4) = uroporfirinogeno de- 
carbossilasi; (5) = coproporfirinogeno ossidasi; (6) = 
ferrochelatasi o eme sintètasi. 


Le porfirie 


Le porfirie sono stati patologici (ereditari o ac- 
quisiti) dovuti ad eccessiva sintesi di porfirine nor- 
mali ed anormali. La loro elevata escrezione renale, 
conseguente ad accumulo nel sangue, impartisce al- 
le urine un colorito rosso vinoso, mentre il loro de- 
posito nei tessuti determina iperfotosensibilità della 
pelle. Le porfirie sono classificabili in porfirie eri- 
tropoietiche ed in porfirie epatiche, a seconda che 
l’alterazione principale sia la sintesi dell’eme (uti- 
lizzata per la sintesi dell’emoglobina) a livello del 
midollo osseo o la sintesi dell’eme (utilizzato per la 
sintesi di altre cromoproteine, quali i citocromi) a 
livello epatico. 


Fra le porfirie congenite le più comuni sono: 1) 
la porfiria eritropoietica congenita dovuta a defi- 
cienza ereditaria della uroporfirinogeno co-sinteta- 
si, il cofattore proteico responsabile della ciclizza- 
zione asimmetrica del tetrapirrolo lineare. In questa 
malattia genetica si ha sottoproduzione di uroporfi- 
rinogeno III e iperproduzione di uroporfirinogeno I, 
l’isomero simmetrico non utilizzabile per la sintesi 
dell’eme. Questo composto insieme con il copro- 
porfirinogeno I, che da esso deriva, si accumula nei 
tessuti e viene eliminato con le urine. In questa ma- 
lattia gli eritrociti sono particolarmente fragili ed 
hanno una vita media notevolmente più corta dei 
normali; 2) la porfiria intermittente acuta, molto 
più frequente della prima, dovuta a deficiente attivi- 
tà della uroporfirinogeno sintetasi epatica. Tale de- 
ficienza è accompagnata da iperattività compensa- 
toria della ò-amminolevulinato sintetasi e della por- 
firinogeno sintetasi. Il ò-amminolevulinato ed il 
porfobilinogeno che vengono prodotti in eccesso si 
accumulano nel sangue e vengono escreti in note- 
vole quantità con le urine. Questa malattia, anziché 
con deposizione delle porfirine nella pelle, come 
nella porfiria eritropoietica, si manifesta con sinto- 
matologia nervosa periferica (dolori addominali in- 


‘termittenti, donde il nome) e alterazioni psichiche 


episodiche. Questa sintomatologia si acuisce in se- 
guito a somministrazione di alcuni farmaci, quali 
barbiturici e sulfamidici. 


CATABOLISMO 

DELL EMOGLOBINA: 
FORMAZIONE DEI PIGMENTI 
BILIARI 


I globuli rossi invecchiati, vengono riconosciuti 
e fagocitati dai macrofagi del sistema reticolo endo- 
teliale, di cui è ricca la milza . Nel reticolo endote- 
liare la degradazione dell’emoglobina (nella quale 
il Fe°* è stato ossidato a Fe3*) inizia con il distacco 
ossidativo, in forma di CO, del gruppo metinico che 
unisce i due anelli pirrolici ai quali sono legati i re- 
sidui vinilici (V). L’ossido di carbonio che si libera 
in questa reazione (CO endogeno) si lega alla mio- 
globina ed alla emoglobina, impegnandone una per- 
centuale di poco inferiore all’1%. Questa reazione è 
catalizzata dalla eme ossigenasi, una idrossilasi mi- 
sta microsomale che utilizza O; e NADPH (Fig. 
15.4). La conseguente apertura dell’anello tetrapir- 
rolico implica lo spontaneo distacco del ferro, che 
viene trasportato ai depositi dalla transferrina, e 
della globina, che viene degradata negli amino aci- 
di costituenti dalle proteasi lisosomali. Si forma co- 
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Fig. 15.4 Formazione della bilirubina 
(1) = Eme ossigenasi; (2) = biliverdina ri 
duttasi. V = vinile: -CH=CHg; P = propio 
nile: -CHo-CHoy- COOH; M = metile: -( Ha 
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sì la biliverdina . Per riduzione del legame metinico 
. centrale ad opera della biliverdina riduttasi, 
NADPH dipendente, la biliverdina di colore verde, 
viene trasformata in bilirubina, pigmento di colore 
giallo-arancione. Rilasciata dal reticolo endoteliale 
la bilirubina viene trasportata al fegato dall’albumi- 
na ematica. Questo trasporto è imposto dalla insolu- 
bilità in acqua della bilirubina. La trasformazione 
della emoglobina in biliverdina avviene in larga mi- 
sura anche nel fegato ad opera delle cellule di 
Kupfer. Infatti l’emoglobina che non viene catabo- 
lizzata nel reticolo endoteliale viene trasportata al 
fegato dalla aptoglobina, una proteina plasmatica. 
Nella cellula epatica la bilirubina si lega alla /i- 
gandina, nota anche come “proteina y”, che la tra- 
sporta ai microsomi nei quali viene esterificata con 


l’acido glucuronico, per azione della bilirubina: 
UDP-glucuronil transferasi (Fig. 15.5): 
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Figura 15.5 Bilirubina di-glucuronide 


OH 


MU CH CHs M 


428 ® Metabolismo della emoglobina 


bilirubina + 2 UDP-glucuronato 
+ bilirubina-di-glucuronide + 2 UDP 


La bilirubina di-glucuronide, così formata, è so- 
lubile in acqua e può venire secreta nella bile. Il 
passaggio dalla bilirubina-diglucuronide dalle cel- 
lule epatiche nei canalicoli biliari avviene per tra- 
sporto attivo, che è inibito competitivamente da va- 
rie sostanze, fra le quali il colorante bromosulftalei- 
na. 

La bilirubina di-glucuronide viene anche deno- 
minata bilirubina ‘“diretta”’, in quanto per la sua so- 
lubilità in acqua reagisce prontamente con l’acido 
sulfanilico diazotato (reattivo di Van den Bergh). La 
bilirubina libera viene per contro denominata “indi- 
retta” in quanto, essendo insolubile in acqua, non 
reagisce con il reattivo di Van den Bergh, a meno 
che non venga solubilizzata in alcool. Il rapporto fra 
bilirubina “diretta” ed “indiretta”, che varia normal- 
mente fra 1/4 e 1/5, espressione della attività della 
bilirubina UDP-glucuronil transferasi, è di notevole 
valore diagnostico per la funzionalità epatica. 

In un soggetto adulto normale nelle 24 ore 6-7 g 
di emoglobina vengono convertiti in 250 mg circa 
di bilirubina “totale”, che raggiunge nel sangue la 
concentrazione media di 1-1,5 mg/100 ml. 

Nell’intestino la bilirubina di-glucuronide viene 
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idrolizzata da una }}-g/ucuronidasi in acido glucuro- 
nico e bilirubina. Quest'ultima, per azione di enzi- 
mi batterici, viene ridotta in urobilinogeno, che in 
piccola parte (2-4 mg/die) viene riassorbito dall’in- 
testino ed eliminato dai reni, e in gran parte conti- 
nua il tragitto intestinale per essere trasformato nel 
crasso in stercobilinogeno. Con le urine viene eli- 
minata l’urobilina, prodotto di ossidazione dell’u- 
robilinogeno; con le feci è invece eliminata la ster- 
cobilina, prodotto di ossidazione della stercobilino- 
geno. La stercobilina conferisce alle feci il colorito 
brunastro, che è assente quando il deflusso della bi- 
le è ostacolato. Una rilevante frazione di bilirubina 
viene assorbita dall’intestino e riportata al fegato 
dove viene riconiugata con l’acido glucuronico 
(circolo enteroepatico dei pigmenti biliari). 

La trasformazione dell’eme in bilirubina è la 
causa del cambiamento di colore, da violaceo a 
giallo, che si verifica negli ematomi. 

La Fig. 15.6 riassume l’iter metabolico dei pig- 
menti biliari e dei loro precursori. 


Gli itteri 


Per ittero si intende un accumulo di pigmenti bi- 
liari nel sangue, tale da determinare un loro deposi- 
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to nella pelle e nella congiuntiva, che assumono un 
colorito giallo più o meno intenso. 

Si distinguono tre tipi fondamentali di ittero: 

Ittero emolitico. Una eccessiva emolisi dei glo- 
buli rossi implica iperproduzione di bilirubina. 
Quando questa eccede la capacità del fegato a co- 
niugarla con l’acido glucuronico, si ha accumulo di 
bilirubina nel sangue: bilirubina indiretta aumenta- 
ta. In questa forma di ittero l’escrezione fecale ed 
urinaria di urobilinogeno e stercobilinogeno è ele- 
vata: feci e urine ipercromiche. 

Ittero da stasi. Una ostruzione delle vie biliari 
blocca o restringe il flusso della bile dal fegato alla 
cistifellea o da questa all’intestino. In questa condi- 
zione la bilirubina coniugata viene travasata dal fe- 
gato in circolo, nel quale è rilevabile da una intensa 
reazione diretta di Van den Berg (bilirubina diretta 
aumentata) e si riscontra nelle urine (urine color 
“marsala”). Le feci sono ipocromiche. 

Ove la ostruzione biliare perdurasse per lungo 
periodo, il parenchima epatico verrebbe danneggia- 
to ed il processo di coniugazione compromesso. In 
tale caso si avrebbe aumento nel sangue anche del- 
la bilirubina libera. In questa forma di ittero, a cau- 
sa della scarsa o nulla eliminazione dei pigmenti bi- 
liari, le feci appaiono biancastre (feci acoliche). 

Ittero da insufficiente coniugazione epatica 
della bilirubina. La condizione più tipica è quella 
causata dalla mancanza congenita della dilirubina 
UDP-glucuronil transferasi (morbo di Crigler- 
Najiar). La bilirubina non viene coniugata e si ac- 
cumula libera nel sangue e nei tessuti (aumento del- 
la bilirubina indiretta). Questo tipo di ittero si veri- 
fica abbastanza frequentemente, se pure in forma 
transitoria, nei neonati a causa della ritardata sinte- 
si del suddetto enzima. Il deposito della bilirubina 


libera nel tessuto cerebrale può avere conseguenze 
nefaste per il bambino (kernicierus). Il kernicterus è 
conseguenza della emolisi isoimmune neonatale 
che si verifica nei feti Rh positivi in madri Rh nega- 
tive. Nella madre si formano anticorpi che attraver- 
sano la placenta ed emolizzano gli eritrociti fetali 
con elevata formazione di bilirubina. Durante la vi- 
ta intrauterina questa viene trasferita alla madre at- 
traverso la placenta ed escreta dal fegato materno. 
Alla nascita la concentrazione di bilirubina del neo- 
nato aumenta per il perdurare dell’emolisi e per la 
incapacità di eliminazione della bilirubina. 
Compaiono quindi ittero, epatosplenomegalia e se- 
gni di danno cerebrale (letargia, ipotonia e spasmi). 


BIBLIOGRAFIA 


1. Huebers H.A. e Finch C.A. (1984) - Transferrin: physiolo- 
gical behaviour and clinical implications. Blood, 64, 763. 

2. Packard B. (1985) - Hematopoiesis. TIBS, 10, 333. 

3. Kappas A., Sassa S., Galbraith R.A. e Norman V. (1989) - 
The porphyrias. In: C.R. Scriver et al. (Eds.). The metabolic 
basis of inheredited disease. Vol. 1, New York: Mc Graw- 
Hill, p. 1305. 

4. Elder G.H. (1994) - Haeme synthesis and the porphyrias. 
Scientific foundations of Biochemistry in clinical practise 
(Eds:Williams D.L. e Marks V.) 2 Ediz. 

5. Chadwick D.J. e Ackrill K (1994) - Biosynthesis of the te- 
trapyrrole pigments. Simposio Fondazione CIBA. John 
Wiley e Sons, Chichester, U.K. 

6. Aisen P., Wessling-Resnick M., e Leibold E.A. (1999) — 
Iron metabolism. Curr. Opin.Chem.Biol. 3: 200 

7. Andrew N.C. (1999) — Disorders of iron metabolism. New 
Engl.J.Med. 341: 1986 

8. Garrick M.D., e Garrick L.M. (2009) Cellular iron transport. 
Biochim. Biophys.Acta, 1790: 309 








CAPITOLO 


lò 





Metabolismo dei 
nucleotidi 


(a cura di G. Tettamanti) 





BIOSINTESI DEI NUCLEOTIDI 


L'importanza dei nucleotidi, non solo come precursori degli acidi nucleici, ma an- 
che come essenziali cofattori metabolici (vedi UDP-G, CDP- colina, NAD', FAD, 
ecc.), regolatori (vedi cAMP) ed energetici (vedi ATP), rende ragione del fatto che 
l’organismo ne può ottenere la biosintesi. Due sono i processi di biosintesi: la biosin- 
tesi “de novo”, e la biosintesi per ricupero. Alcuni tessuti, quali il fegato, dispongo- 
no di entrambi, altri, quali il cervello, solo del processo di ricupero. 

Nel processo di biosintesi de novo l’azoto presente nel nucleo pirimidinico o puri- 
nico deriva, in ultima analisi, da aminoacidi ed il ribosio dal metabolismo del gluco- 
sio. In particolare, il ribosio-5-P contenuto nei nucleotidi pirimidinici e purinici viene 
fornito dal 5-fosfo-@-ribosil-1-pirofosfato (PRPP), il quale si forma da a-ribosio-5-P 
e ATP per azione della PRPP sintetasi che catalizza il trasferimento del pirofosfato ter- 
minale dell’ ATP sul C-1 del ribosio-5-fosfato. 


(0 6 
| ATP AMP | 
ba O Ì A Liù e O id o” 
0 CEI O, O-P-0-P-0° 
O 
HO OH HO OH 
o-ribosio-5-P 5-fosfo-a-ribosil pirofosfato 


Nel caso dei nucleotidi pirimidinici, prima si forma il nucleo azotato, che poi è tra- 


_sferito sul ribosio-5-P, mentre nella biosintesi dei nucleotidi purinici è proprio il ribo- 


s10-5-P che fa da supporto alla formazione del nucleo azotato. Gli enzimi implicati nel- 
la biosintesi de novo dei nucleotidi purinici sono tutti localizzati nella parte citosolubi- 
le della cellula; quelli riguardanti i nucleotidi pirimidinici sono a sede in parte citoso- 
lubile, in parte mitocondriale. 


431 


432 @ Metabolismo dei nucleotidi 
Biosintesi “de novo” dei nucleotidi 
pirimidinici 


Alla costituzione dell’anello pirimidinico contri- 
buisce il carbammilfosfato, che fornisce gli atomi C- 
2 e N-3, e l’aspartato che fornisce 1 restanti atomi: 


glutammina 
4 
N 
2 TE catenmisa +) 
1 
CO; ) 


aspartato 


Sintesi del carbammil-fosfato. La sintesi del 
carbammil-fosfato, destinato alla biosintesi pirimi- 
dinica, ha luogo nel citoplasma ed è catalizzata dal- 
la carbammil-fosfato sintetasi citoplasmatica, di- 
stinta da quella mitocondriale, descritta a proposito 
della sintesi dell’urea. A differenza di quest’ultima 
la sintetasi citoplasmatica utilizza la glutammina 
come donatore del gruppo NH, ed è insensibile al 
N-acetil-glutammato. 


O 
// / 
CAN] co 
CH; 2 ATP CH; NH 
CHo cu, FO + 2 ADP + Pi 
| CO, * | O-P 
NH PRE NH3-C-H carbammil- 
COO- COO- fosfato 
glutammina glutammato 


Come già detto, delle due molecole di ATP im- 
piegate nella reazione, una fornisce il gruppo fosfo- 
rico del carbammilfosfato, l’altra l’energia per la 
formazione del legame carboammidico. Nei mi- 
crorganismi, che sono incapaci di sintetizzare l’u- 
rea, esiste la sola carbammilfosfato sintetasi adibita 
alla sintesi pirimidinica, che può utilizzare come 
sorgente di N sia l’ammoniaca che la glutammina. 

Formazione del carbammil-aspartato. Il car- 
bammil-fosfato citoplasmatico reagisce con l’a- 
spartato per formare carbammil-aspartato. 

L’enzima catalizzante è la aspartato transcar- 
bammilasi 0 aspartato carbammil-transferasi, che 
trasferisce il residuo carbammilico dal carbammil- 
fosfato sull’aspartato. 
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Ciclizzazione del carbammil-aspartato. La ci- 
clizzazione del carbammil-aspartato a diidroorota- 
to, per eliminazione di una molecola di acqua fra 
gruppo carbossilico e gruppo aminico, è catalizzata 
dalla diidroorotasi: 


î î 
H_HOYC_ H,O na 
N CHo HN CHo 
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carbammil-aspartato diidroorotato 


La reazione è reversibile. 

Nei mammiferi i tre enzimi catalizzanti le reazio- 
ni descritte (carbammilfosfato sintetasi, aspartato 
transcarbammilasi e diidroorotasi) sono legati fra 
loro in un complesso trienzimatico. Nei microrgani- 
smi i tre enzimi sono invece fra loro separati. 


Deidrogenazione del diidroorotato. Il diidroo- 
rotato viene deidrogenato ad orotato per azione del- 
la diidroorotato deidrogenasi, una flavoproteina 
contenente ferro, che viene riossidata da una secon- 
da deidrogenasi NAD* dipendente, indicate con (1) 
e (2) nello schema seguente: 
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l’enzima è collocato sulla faccia citoplasmatica del- 
la membrana mitocondiale interna. 

Sintesi dell’orotidin-5-fosfato (OMP). Al- 
l’anello pirimidinico così completato viene ora le- 
gato il residuo fosforibosilico ceduto dal PRPP per 
azione della orotato fosforibosil transferasi a sede 
citoplasmatica: 
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Nella reazione si ha la transizione dalla configu- 
razione del PRPP a quella B (legame f-glicosidi- 
co) dell’orotidin-5’-fosfato. 

Formazione dell’UMP, La decarbossilazione 
dell’orotidin-5’-fosfato in uridin-5’-fosfato (UMP) 
è catalizzata dalla orotidin-5 -fosfato (OMP) decar- 
bossilasi, enzima pure a sede citosolica: 


O O 
CO, 
o COO” O o) 
Ribosio-P Ribosio-P 
oritidin-5'-fosfato UMP 


Queste due attività (orotato fosforibosil transfe- 
rasi e orotidin-5’-fosfato decarbossilasi) sono espli- 
cate da un’unica proteina enzimatica. 

Negli animali superiori la biosintesi dell’UMP è 
quindi catalizzata da tre proteine: (a) il complesso 
enzimatico citoplasmatico trimero e trifunzionale 
che possiede attività carbamil-fosfato sintetasica, 
aspartato transcarbamilasica e diidroorotasica; (b) 
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la diidroorotato deidrogenasi localizzata nella 
membrana mitocondriale interna con il sito attivo 
che si affaccia al citoplasma; (c) la proteina bifun- 
zionale che possiede attività fosforibosiltrasferasica 
e orotidilato decarbossilasica, a sede nel citosol. 


Fosforilazione dell’UMP. L’UMP viene fosfori- 
lato in UDP e successivamente in UTP in due rea- 
zioni catalizzate rispettivamente dalla UMP 
chinasi, specifica per l’UMP: 

UMP + ATP S UDP+ADP 
e dalla nucleoside difosfato chinasi aspecifica, in 
quanto capace di fosforilare anche altri difosfonu- 
cleotidi: 

UDP #ATP 3 UTP+ADP 

Conversione dell’UTP in CTP. La amminazione 
dell’UTP a CTP è catalizzata dalla CTP sintetasi, 


che nei mammiferi utilizza la glutammina come do- 
natore di —-NH,; e nei microrganismi l’ammoniaca: 


OH NH 


glutammina 


2 
glutammato 


ATP ADP+Pi 29 


Ribosio-PPP 


Il processo di biosintesi dei nucleotidi pirimidi- 
nici è riassunto nella Fig. 16.1. 


Regolazione della biosintesi 
pirimidinica 


Come è illustrato nella Fig. 16.1, nei mammiferi 
la sintesi degli uridin nucleotidi è innanzitutto rego- 
lata con meccanismo “feed back” a livello della bio- 
sintesi del carbammil-aspartato. Infatti i prodotti ter- 
minali UTP e CTP inibiscono la carbammilfosfato 
sintetasi, che fa parte del complesso trienzimatico 
sopra accennato; lo stesso enzima viene invece atti- 
vato dal PRPP. Nei microrganismi l’enzima inibito, 
questa volta dal CTP, è invece la carbammil-asparta- 
to transferasi. Il meccanismo di inibizione ed attiva- 
zione allosterica di questo enzima nella Escherichia 
coli è stato descritto nel capitolo degli enzimi. 
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Figura 16.1 Biosintesi ex novo dei nucleotidi pirimidinici e sua regolazione 


(1) = Aspartato carbammil transferasi; (2) = diidroorotasi; (3) = diidroorotato deidrogenasi; (4) = orotato fosforibo- 
sil transferasi; (5) = orotidin-5'-fosfato decarbossilasi; (6) = UMP-chinasi; (7) = nucleotide difosfato chinasi; (8) = 
CTP-sintetasi. (£)= azione attivatoria;0)= azione inibitoria. 


Una seconda reazione sottoposta a regolazione è toria è pure esercitata dal CTP che inibisce la CTP- 
quella catalizzata dalla OMP-decarbossilasi, enzi-  sintetasi. 
ma che viene inibito dall’OMP. Una azione regola- 


Deficienze congenite 


L’unica alterazione congenita della biosintesi 
dei nucleotidi pirimidinici, finora nota, è la aciduria 
orotica, determinata dalla deficienza della proteina 
enzimatica bifunzionale che agisce sia come orota- 
to fosforibosil transferasi, sia come orotidin-5’-fo- 
sfato decarbossilasi (Fig. 16.1). La aciduria orotica 
si manifesta con la eliminazione di notevoli quanti- 
tà di acido orotico con le urine (presenza di cristal- 
li di orotato), con anemia e sovente con ritardo 
mentale. Il trattamento con uridina o citidina (meta- 
boliti a valle del blocco, che vengono poi trasforma- 
ti in UTP e CTP) attenua od elimina la sintomatolo- 
gia, in particolare fa diminuire la escrezione urina- 
ria di acido orotico e aumentare la sintesi della 
emoglobina, per inibizione (da UTP e CTP) della 
carbamilfosfato-sintetasi. 


Biosintesi “de novo” dei nucleotidi 
purinici 


Come mostra la Fig. 16.2, i 9 atomi del nucleo 
_ purinico sono forniti da 5 differenti composti (gli- 
cina, formile, CÒ, acido aspartico, glutammina) 
che intervengono in successione nel processo di 
biosintesi. La biosintesi parte dal ribosio-5-fosfato, 
sul quale viene costruito l’anello imidazolico del 
nucleo purinico. Si addiziona quindi l’anello piri- 
_midinico con formazione dell’inosina-5’monofo- 
 sfato (IMP) che è il primo nucleotide purinico di 
sintesi. 
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Formazione del legame N-glicosidico del nu- 
cleotide. Questa reazione consiste nella amminazio- 
ne del 5-fosforibosil-l-pirofosfato (PRPP) da parte 
della glutammina, con formazione della 5’ fosfori- 
bosil-1-ammina: 


O HoN:—C=0 
-v-k-0-0H. O CH, 
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OPP NHx—C—H 
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PRPP HI, glutammina 
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La reazione, catalizzata dalla ammidofosforibo- 
siltransferasi, implica anche la transizione della 
configurazione o. in B del legame N-glicosidico, 
che permarrà in tutti i nucleotidi purinici. 
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Figura 16.2 Schema della biosintesi del nucleo purinico 
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Figura 16.3 Formazione della porzione imidazolica del nucleotide purino 


R= gruppo 5'-fosforibosilico; THF = tetraidrofolato. 


Costruzione della porzione imidazolica del nu- 
cleotide. Sul gruppo aminico della 5-fosforibosil-1- 
ammina, viene inserita una molecola di glicina con 
formazione della 5’-fosforibosilglicinammide 
(GAR). La reazione è catalizzata dalla 5 ’-fosforibo- 
silglicinammide sintetasi che richiede ATP per l’at- 
tivazione (in forma di acil-fosfato) del gruppo car- 
bossilico della glicina. Il gruppo amminico della 
glicina è quindi formilato ad opera di una formil- 
transferasi e con l’intervento di N!°formiltetraidro- 
folato (THF) (i due enzimi sono indicati con 1 e 2 
nella Fig. 16.3). 

Il 5°-fosforibosilformilglicinammide (FGAR), 
così formato, viene aminato a 5’-fosforibosilformil- 
glicinammidina (FGAM), ad opera della corrispon- 
dente sinzetasi (3 nello schema della Fig. 16.3), in 
presenza di glutammina (che cede il gruppo ammi- 
nico) e di ATP. Interviene infine la 5’-fosforibosi- 
lamminoimidazolo (AIR) sintetasi (4 nello schema 
della Fig. 16.3), che provoca la chiusura dell’anello 
imidazolico, attraverso l’eliminazione di una mole- 
cola di acqua e la concomitante idrolisi di ATP in 
ADP. 

Costruzione della porzione pirimidinica del 


gruppo purinico. Il 5°-fosforibosilamminoimidazo- 
lo viene carbossilato, con impiego di bicarbonato 
(CO;) e intervento della 5 ’-fosforibosilamminaimi- 
dazolo carbossilasi, e si forma il 5’-fosforibosila- 
minoimidazolo-4-acido carbossilico, il quale è suc- 
cessivamente aminato mediante attacco di acido 
aspartico (in presenza di ATP) e rimozione di fuma- 
rato, con intervento prima della 5 ’-fosforibosilam- 
minoimidazolo succino carbossammide sintetasi 1 
e poi della adenilato succinasi (i tre enzimi impli- 
cati indicati sequenzialmente con 1, 2 e 3 nella Fig. 
16.4). 

Il 5°-fosforibosilamminoimidazolo-4-carbos- 
sammide (AICAR) così prodotto viene formilato ad 
opera della 5 ’-fosforibosilammino imidazolo car- 
bossammide formiltransferasi con intervento del 
N!°-formiltetraidrofolato; si forma il formil deriva- 
to (FAICAR) sul quale interviene la inosinicasi (0 
IMP sintetasi) che opera la chiusura dell’anello pi- 
rimidinico attraverso la eliminazione di una mole- 
cola di acqua (i due enzimi implicati sono indicati 
con 4 e S della Fig. 16.4). 

Il prodotto terminale della biosintesi ex novo è 
quindi l’inosina-5’-fosfato (IMP), che, non essendo 
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Figura 16.4 Formazione della porzione pirimidinica del gruppo purinico (nucleotide inosinico, 
IMP) 





R* = gruppo 5'-fosforibosilico. 
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e per l’azione della GMP sintetasi. I due enzimi so- 


no qui sotto indicati con (1) e (2): 
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Lo schema della biosintesi de novo dei nucleoti- 
di purinici è riportato nella Fig. 16.5. 


Regolazione della biosintesi 
purinica 


Il processo di biosintesi de novo dei nucleotidi 
purinici, e conseguentemente la velocità di sintesi 
dei prodotti terminali, AMP e GMP, è regolato da 
quattro principali meccanismi a “feed back” (Fig. 
16.5). Il primo meccanismo consiste nella inibizio- 
ne allosterica esercitata dai prodotti terminali IMP, 
AMP e GMP sull’ammidofosforibosil-transferasi, 
l’enzima che catalizza la prima reazione del proces- 
so, la formazione della fosforibosilammina. In par- 
ticolare, l’azione dell’AMP e GMP è sinergica, e 
qualora ciascuno di questi tenda ad accumularsi si 
riduce il processo che porta alla formazione di en- 
trambi. Va ricordato che una modificazione, su ba- 
se genetica, del sito allosterico dell’ammidofosfori- 
bosil transferasi, che riduca la sensibilità dell’enzi- 
ma a IMP, AMP e GMP, impedisce l’instaurarsi del- 
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Figura 16.5 Schema delle biosintesi ex novo dei 
nucleotidi purinici e sua regolazione 

+ = Effetto attivatorio; - = effetto inibitorio. 

(1) = PRPP sintetasi; (2) = ammidofosforibosil-transfera- 
si; (3) = adenilato-succinasi; (4) = adenil-succinato sin- 
tetasi; (5) = GMP sintetasi. 


la regolazione a feed back. Ciò porta ad una ecces- 
siva formazione di nucleotidi purinici, con conse- 
guente incremento del loro catabolismo ed aumen- 
tata produzione di acido urico. 

Il secondo meccanismo di controllo si impernia 
sull’inibizione, pure di tipo allosterico, esercitata da 
AMP e GMP sulla PRPP sintetasi, l’enzima addetto 
alla biosintesi del PRPP. 

Il terzo meccanismo di controllo è esercitato tra- 
mite il GMP che, ad elevate concentrazioni, inibisce 
la IMP-deidrogenasi, riducendo quindi selettiva- 
mente la formazione dello stesso GMP. Allo stesso 
modo l’accumulo di AMP inibisce l’adenil-succina- 
to sintetasi rallentando la sintesi dello stesso AMP. 
Il quarto meccanismo regolatorio è incentrato sulla 
necessaria presenza di GTP nella conversione 


dell’IMP a AMP, e di ATP nella formazione di GMP 
a partire da IMP; ciò porta ad un bilanciamento del 
flusso di biosintesi dei due nucleotidi. 


Trasformazione dei ribonucleotidi 
in deossiribonucleotidi 


Per costituire i DNA i ribonucleotidi devono es- 
sere ridotti, in corrispondenza del C-2° del ribosio, 
a deossiribonucleotidi. Questo processo avviene al- 
lo stesso modo sui difosforibonucleotidi sia pirimi- 
dinici che purinici, ed è catalizzato da un unico en- 
zima, la difosforibonucleoside riduttasi. 

Come mostra la Fig. 16.6 la riduzione dell’OH 
in C-2° avviene per ossidazione di una coppia di 
gruppi tiolici dell’enzima a gruppo disolfuro con 
formazione di H,O La riduttasi viene ripristinata al- 
lo stato ridotto dalla tioredoxina, un cofattore pro- 
teico pure dotato di due gruppi tiolici vicinali, che 
viene a sua volta ripristinata allo stato ridotto dal 
NADPH. Il processo di conversione dei difosfori- 
bonucleosidi in deossiribonucleosidi è regolato dal- 
la richiesta di deossiribonucleotidi per la sintesi dei 
DNA. La regolazione è resa possibile dalla natura 
allosterica polivalente della difosforibonucleoside 
riduttasi, enzima dimero che oltre ai due siti catali- 
tici, in corrispondenza dei quali lega il substrato, 
possiede più siti regolatori, a livello dei quali si pos- 
sono legare effettori positivi o negativi in modo da 
modulare convenientemente l’attività dell’enzima. 
Per esempio il dATP, che segnala un eccesso di 
mentre l’ATP, che segnala un eccesso di ribonu- 
cleotidi, sopprime tale inibizione. Inoltre l'eccesso 
di un singolo deossiribonucleotide stimola l’attività 
dell’enzima, rendendolo parzialmente specifico per 
altro nucleotide, sì da equilibrarne la disponibilità 
per una economica sintesi dei DNA. 

Formazione del ATMP. Per la sintesi dei DNA la 
cellula impiega la dTTP (trifosfodeossitimidina), 
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Figura 16.6 Riduzione dell'UDP in dUDP 


prodotto di fosforilazione del ATMP, che si forma a 
sua volta per metilazione del AUMP. L’enzima cata- 
lizzante la reazione è la fimidilato sintetasi, che tra- 
sferisce il -CH; dal metilen-FHy alla posizione 5 del 
dUMP: 


dRibosio-P 


dTMP FH, 
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Il FH, che si forma viene ripristinato prima in 
FHy per azione della diidrofolato riduttasi: 


FH, + NADPH — FH,j + NADP* 


e successivamente in metilen-FH, per accettazione 
di una unità monocarboniosa. Il dUMP si forma, a 
sua volta, dal AUDP per defosforilazione operata da 
una pirofosfatasi. 

Pertanto la formazione del dTMP presuppone 
l’attività della timidilato sintetasi e della diidrofola- 
to riduttasi. La inibizione dell’uno o dell’altro enzi- 
ma arresta la formazione del ATMP e quindi la sin- 
tesi del DNA. Questo blocco viene indotto, con un 
certo successo, nella terapia delle leucemie e di al- 
tri processi neoplastici, mediante inibitori della ti- 
midilato sintetasi, ad esempio il 5-fluorouracile, o 
della dildrofolato riduttasi, ad esempio l’amminop- 
terina 0 il metotrexato. 


Sintesi dei nucleotidi per ricupero 


La sintesi ex novo dei nucleotidi pirimidinici e 
purinici è un processo altamente dispendioso sotto 
il profilo energetico. In alcuni tessuti parte di que- 
sta energia viene risparmiata mediante meccanismi 
di ricupero dei prodotti di degradazione che vengo- 
no riconvertiti nei nucleotidi. 

Il processo di ricupero delle basi è basato princi- 
palmente sulla reazione catalizzata dalle fosforibo- 
siltransferasi che trasferiscono sulle basi il residuo 
fosforibosilico del PRPP: 


O 
D-P-0-0H: O 
L il 
GP-O-F07 + n 
HO OH d_ 
PRPP 
O 
"0-P_0-0H O. base 
0 +PPi(—> 2Pi) 
HO OH 
nucleotide 


Esiste una transferasi specifica per l’adenina, la 
adenina fosforibosiltransferasi, ed una che agisce 
ugualmente bene sia sulla guanina sia sulla ipoxan- 
tina, donde il nome di guanina-ipoxantina fosfori- 
bosiltransferasi. Una parziale deficienza di questo 
enzima induce una sindrome gottosa, mentre la sua 
totale deficienza è causa della malattia di Lesch- 
Nyhan. Le reazioni di cui sopra si svolgono molto 
attivamente nelle cellule dotate di elevata capacità 
proliferativa come le cellule intestinali (*), e le cel- 
lule in rigenerazione (es. rigenerazione del fegato) e 
quelle dei tumori maligni. Il ricupero dei nucleotidi 
a partire dalle basi si verifica solo per i nucleotidi 
purinici. Il ricupero dei nucleotidi pirimidinici av- 
viene solo a partire da nucleosidi. I nucleosidi, sia 
purinici che pirimidinici, possono essere infatti ri- 
trasformati nei corrispondenti nucleotidi per azione 
di chinasi, più o meno specifiche. 

Ad esempio: 


ATP ADP 


adenosina ae AMP 


adenosina chinasi 


ATP ADP 


timidina DE TMP 


timidina chinasi 
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Catabolismo dei nucleotidi purinici 


Nell’uomo il prodotto terminale del catabolismo 
di nucleotidi purinici è l’acido urico. La via catabo- 
lica attraverso la quale AMP e GMP (ed anche 
dAMP e dGMP) sono trasformati in acido urico è 
riassunta nella Fig. 16.7. 

AMP e GMP sono defosforilati rispettivamente 
in adenosina e guanosina ad opera della 5 -nuc/eo- 
tidasi, enzima non specifico. La adenosina viene 
deaminata idroliticamente in inosina dalla adenosi- 
na deamminasi. Inosina e guanosina vengono poi 
demolite in ribosio-1-fosfato e, rispettivamente, in 
ipoxantina e guanina dalla purin nucleoside fosfori- 
lasi, enzima non specifico che rompe il legame f- 


(*) La presenza di queste reazioni nelle cellule intestinali 
consente l’utilizzo, almeno in parte, delle basi puriniche 
formatesi a seguito della digestione del DNA e RNA conte- 
nuti negli alimenti. Infatti, questi polinucleotidi sono degra- 
dati a livello intestinale dalla ribonucleasi e deossiribonu- 
cleasi pancreatiche, con formazione di nucleotidi, che ven- 
gono defosforilati a nucleosidi ad opera di nuc/eotidasi. 
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glicosidico fra base e ribosio introducendo una mo- 
lecola di fosfato (fosforolisi, vedi per analogia, la 
glicogenofosforilasi). La guanina viene deaminata 
idroliticamente in xantina dalla guanina deaminasi 
e la ipoxantina viene ossidata in xantina dalla xan- 
tina ossidasi. La stessa xantina ossidasi ossida an- 
che la xantina in acido urico. 

La xantina ossidasi è un enzima dimerico, a cia- 
scuna subunità del quale sono legate una molecola 
di FAD, uno ione Mo e 4 centri Fe-S. La reazione 
catalizzata da questo enzima consiste nella rimozio- 
ne di un elettrone dal substrato e nel concomitante 
inserimento su questo di un ossidrile proveniente 
dall’acqua. L’elettrone viene trasferito sull’ossige- 
no molecolare (O;) per formare l’anione superossi- 
do (0,°): 


xantina + O, + H,0 + acido urico + O,* + 2 H' 


Man mano che si formano, gli O,* vengono ri- 
mossi nella reazione catalizzata dalla superossido 
dismutasi: 


» 2 0, +2H* H;0, "+ O, 


La H,0, viene infine rimossa dalla catalasi. 


Alterazioni del metabolismo 
dell'acido urico: le iperuricemie 


L’acido urico è un composto poco solubile in ac- 
qua: a pH 7,4 la solubilità dell’urato monosodico, la 
forma prevalente a questo valore di pH, è di 6,5 
mg/100 ml, di poco superiore alla concentrazione 
media dell’acido urico nel sangue, che è 4-7 
mg/100 ml nei maschi e 3-6 mg/100 ml nelle fem- 
mine. Di qui la facile evenienza che gli urati possa- 
no precipitare nei tessuti, specie nelle cartilagini e 
nelle articolazioni (tofî gottosi), o nelle vie urinarie 
(calcoli renali). Ciò si verifica con maggiore proba- 
bilità quando aumenta la concentrazione dell’acido 
urico nei liquidi biologici e nel sangue (iperurice- 
mia). 

L’aumentata concentrazione di acido urico nei 
liquidi biologici deriva da uno squilibrio fra sua for- 
mazione e sua eliminazione. Un uomo adulto pro- 
duce giornalmente 450-1000 mg di acido urico (in 
funzione anche del contenuto di proteine e acidi nu- 
cleici nella dieta), dei quali il 75% circa viene 
escreto con le urine e il rimanente secreto nella bile 
e degradato nell’intestino (uricolisi). Un eccesso di 
formazione di acido urico, cui può contribuire, se 
pure in misura limitata, una eccessiva introduzione 
di sostanze ricche di acidi nucleici, precursori del- 


l’acido urico (carni in generale, fegato, cervello e 
reni in particolare), può essere dovuto a: (a) iperat- 
tività della xantina ossidasi; (b) diminuita sensibili- 
tà alla inibizione a feedback esercitata da IMP, 
AMP e GMP sull’amido fosforibosiltransferasi; (c) 
diminuita attività della adenina o della guanina-ipo- 
xantina fosforibosiltransferasi, gli enzimi adibiti al 
“ricupero” delle basi puriniche che, anziché essere 
convertite nei corrispondenti nucleotidi vengono 
ossidate in acido urico. Tutte queste anomalie deri- 
vano da modificazioni strutturali degli enzimi cita- 
ti, solitamente a carico dei siti di regolazione, di ori- 
gine genetica. Qualcuna delle alterazioni qui ripor- 
tate è alla base della gotta primaria, che si manife- 
sta con iperuricemia e ricorrenti attacchi di artrite 
acuta. Altre volte una iperuricemia più o meno gra- 
ve è conseguenza di una accentuata demolizione 
degli acidi nucleici, situazione comune alla leuce- 
mia ed alla policitemia. In tali casi si parla di gotta 
secondaria. Iperuricemia si può avere anche per un 
difettoso meccanismo di escrezione renale dell’ura- 
to (gotta renale primaria) o per alterata funzionalità 
renale come nella glomerulonefrite (gotta renale se- 
condaria). 

Nelle iperuricemie protratte si può avere deposi- 
zione di urati nei reni e quindi lesione renale: nefro- 
patia da urati. Una buona percentuale di gottosi va 
anche incontro a calcolosi urinaria (calcoli di acido 
urico o di urato sodico). Questa calcolosi si verifica 
sovente anche in individui non gottosi per precipi- 
tazione di urati nelle vie urinarie causata da abbas- 
samento del pH urinario, condizione che implica 
una ancor minore solubilità degli urati nel liquido 
urinario. 

Il medicamento di elezione della gotta è l’a//o- 
purinolo, un analogo della ipoxantina. 


OH 
NT \ 
(AI 
Si N 
H 
allopurinolo 


Questo composto previene la formazione dell’a- 
cido urico, in quanto suscettibile di essere utilizza- 
to dalla nucleotide fosforibosiltransferasi, uno degli 
enzimi adibiti al ricupero delle basi, per formare il 
corrispondente ribonucleotide. In tal modo, sot- 
traendo il substrato iniziale della sintesi de novo dei 
nucleotidi purinici (il PRPP), l’allopurinolo rallenta 
anche la sintesi dei nucleotidi purinici e quindi, se- 
condariamente, la formazione di acido urico. 





Pi 
citidina 


Ho0 


© 


ribosio 


H50 
d-ribosio 


citosina ui -_"% Wei uracile 


Figura 16.8 Catabolismo 
dei nucleotidi pirimidinici 


(1) = 5’-nucleotidasi; (2) = nu- 


cleosidasi; (3) = citosina dea- 
minasi; (4) = diidrouracile dei- 
drogenasi. 
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Sindrome di Lesch Nyhan. La alterata funzio- 
nalità della ‘“guanina-ipoxantina fosforibosiltran- 
sferasi”, per un difetto genetico recessivo legato al 
cromosoma X, induce una eccessiva formazione di 
acido urico e quindi una sindrome gottosa partico- 
larmente grave, associata a ritardo mentale ed a pa- 
tologica aggressività che si manifesta anche con au- 
tomutilazioni (i bambini che ne sono affetti nei mo- 
menti di raptus si morsicano le dita). La incremen- 
tata eliminazione urinaria di acido urico che si ha in 
questa enzimopatia (50 mg/kg peso di acido urico 
eliminato con le urine delle 24 ore, contro i 10 
mg/kg peso eliminato dai soggetti normali) dimo- 
stra come il processo di ricupero esplicato dall’en- 
zima deficitario abbia un considerevole peso nell’e- 
quilibrare la produzione dell’acido urico. 


Catabolismo dei nucleotidi 
pirimidinici 
I nucleotidi pirimidinici vengono defosforilati 


dalle 5 ’-nucleotidasi nei rispettivi nucleosidi (Fig. 
16.8) e questi idrolizzati in ribosio, 0 deossiribosio, 






e nelle basi corrispondenti dalle nuc/eosidasi. Le 
basi pirimidiniche vengono ridotte ed idrolizzate 
come risulta nello schema della Fig. 16.8. 

La riduzione, sia dell’uracile come della timina, 
è catalizzata dalla diidrouracile deidrogenasi, la cui 
attività è limitante l’intero processo catabolico. 
Questa deidrogenasi è presente sia nei mitocondri, 
dove è NAD' dipendente, sia nella membrana pla- 
smatica e nel reticolo endoplasmatico, dove è 
NADP* dipendente. L’anello diidropirimidinico 
viene quindi aperto idroliticamente da enzimi idro- 
litici con formazione di acido N-carbammilpropio- 
nico ed N-carbammilisobutirrico rispettivamente; 
questi vengono ulteriormente idrolizzati in NH;, 
CO, e B-alanina e B-amminoisobutirrato rispettiva- 
mente. 

Una elevata eliminazione urinaria di questi cata- 
boliti si verifica nelle leucemie, o in seguito a diffu- 
sa irradiazione con raggi X come risultato di una 
abnorme distruzione cellulare. 

A differenza dell’acido urico i cataboliti pirimi- 
dinici sono ben solubili in acqua. E forse per questa 
ragione che non esiste alcuna malattia, analoga alla 
gotta, associata ad eccessivo catabolismo pirimidi- 
nico. 
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ADENILSUCCINATO 
Figura 16.9 Il ciclo dei nucleotidi purinici per il rifornimento di intermedi (fumarato) del ciclo di 


Krebs nel muscolo scheletrico 


Deficienza di adenosina deaminasi e sindrome 
da severa immunodeficienza combinata (SCID). 
La sindrome da severa immunodeficienza combina- 
ta comprende un gruppo di malattie ereditarie, ca- 
ratterizzate da assenza di risposta immune ad agen- 
ti infettivi. La carenza deriva dall’incapacità dei lin- 
fociti B e T di proliferare e produrre anticorpi con- 
tro antigeni di origine batterica o virale. In una alta 
percentuale di questi pazienti (circa il 30%) è ca- 
rente, su base genetica l’enzima adenosina deam- 
minasi (ADA). In mancanza di questo enzima, la 
deossiadenosina non procede lungo la normale via 
degradativa, ma è convertita a AAMP e quindi in 
dATP, il quale, alle elevate concentrazioni che rag- 
giunge, funziona da potente inibitore della biosinte- 
si dei deossinucleotidi. Su questa base nelle cellule 
a rapida proliferazione, quali i linfociti B e T, la 
moltiplicazione cellulare è bloccata. In soggetti 
portatori di questa malattia è stata sperimentata con 
successo la terapia genica introducendo nei linfoci- 
ti circolanti una versione ricombinante del gene per 
l’ADA. A questo scopo il linfociti vengono preleva- 
ti dal sangue, opportunamente “ingegnerizzati”’ e ri- 
introdotti in circolo. 


Il ciclo dei nucleotidi purinici: una via anaple- 
rotica per il ciclo di Krebs nel muscolo scheletrico. 
Il ciclo dei nucleosidi purinici è presentato nella 
Fig. 16.9. Si osservi che l’ AMP, per desamminazio- 
ne catalizzata dalla AMP desamminasi, genera IMP 
che per azione della adenilsuccinato sintetasi e in- 
tervento di aspartato, viene trasformato ad adenil- 
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succinato. L’adenilsuccinato è scisso dalla adenil- 
succinato liasi ad AMP con liberazione di fumarato. 
Pertanto attraverso il ciclo, di per sè apparentemen- 
te futile, l’aspartato è convertito a fumarato e NH. 
Il fumarato è messo a disposizione del ciclo di 
Krebs. Questa forma di approvvigionamento di in- 
termedi da parte del ciclo di Krebs risulta partico- 
larmente preziosa nel muscolo scheletrico sopratut- 
to nell’esercizio intenso laddove il mantenimento di 
un buon flusso metabolico del ciclo di Krebs è es- 
senziale e l’AMP, a seguito dell’utilizzo di ambe- 
due i legami altamente energetici dell’ ATP, tende ad 
accumularsi. 
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INTRODUZIONE 


Il DNA è depositario di due funzioni genetiche molecolari fondamentali: 1) repli- 
care se stesso per fornire alle cellule figlie lo stesso patrimonio genetico (replicazio- 
ne); 2) trasmettere l’informazione codificata dalla sequenza delle sue basi azotate al- 
le molecole di RNA (frascrizione), dei quali gli RNA messaggeri agiscono da “stam- 
po” per la sintesi proteica (iraduzione). Il termine trascrizione indica la relazione esi- 
stente tra la sequenza di basi del DNA e quella dell'RNA che altro non è che la copia 
(complementare) di uno dei due filamenti della doppia elica. Il termine traduzione in- 
dica come a livello ribosomiale e grazie alla presenza di molecole di RNA trasporta- 
trici (tRNA), si passa dal “linguaggio” dell'RNA messaggero (e del DNA), fatto da 
una sequenza di quattro diverse basi azotate, a quello delle proteine caratterizzato dal- 
la sequenza dei 20 diversi amminoacidi. 


REPLICAZIONE DEL DNA 


È il processo attraverso il quale ciascuna delle due catene polinucleotidiche che co- 
stituiscono il DNA “genitore” viene copiata mediante appaiamento di deossiribonu- 
cleotidi complementari e saldatura fra di loro con formazione del legame fosfodieste- 
reo. Si ottengono così due DNA “figli”, identici al genitore, entrambi costituiti da una 
catena appartenente al genitore e da una neoformata ad essa complementare (Fip. 
17.1). Per questo la replicazione è detta semiconservativa. 

Gli aspetti molecolari della replicazione del DNA, che verranno illustrati di segui» 
to, sono stati ricavati dagli studi sull’ Escherichia coli, un organismo batterico estre- 
mamente semplice, in quanto privo di nucleo (procariote) e di mitocondri, dotato di 
membrana cellulare e di un solo cromosoma, composto da una sola molecola di DNA, 
Questa, costituita da 4 milioni di paia di nucleotidi, ha un PM di 2.5 x 10? ed è circo- 
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DNA GENITORE 





DNA FIGLI 


Figura 17.1 Replicazione semiconservativa def 
DNA 


Una delle due catene polinucleotidiche dei DNA figli de- 
riva dal DNA genitore (linea continua), l’altra è neocosti- 
tuita (linea tratteggiata). 


lare. Sebbene non sia completamente legittimo 
estrapolare le conoscenze ottenute in Escherichia 
coli alla ben più complessa struttura delle cellule 
eucariotiche, certamente il processo di replicazione 
del DNA, nei suoi aspetti fondamentali, è il mede- 
simo nei due casi. 

Il processo di replicazione del DNA in 
Escherichia coli è basato su alcune regole fonda- 
mentali, che qui vengono richiamate: 1) /a sintesi 
della catena polinucleotidica richiede uno stampo 
(femplate). In pratica, ciascuna catena del DNA ser- 
ve da stampo per la sintesi ex novo della corrispon- 
dente catena complementare (Fig. 17.1); 2) /a sinte- 
si della catena polinucleotidica avviene sempre in 
direzione 5° + 3° e quindi lo stampo è copiato nel- 
la direzione opposta 3’ > 5°; 3) /a sintesi è bidire- 
zionale e semidiscontinua (Figg. 17.2 e 17.4). Lo 


stampo ha la funzione di permettere l’allineamento 
di basi complementari preliminare alla formazione 
del legame fosfodiestereo. Il processo di sintesi ha 
inizio in corrispondenza di un punto di origine sul- 
lo stampo, con formazione di una forchetta o forcel- 
la di replicazione (Fig 17.2), e procede in due dire- 
zioni. Lungo la direzione 3’ + 5’ dello stampo la 
sintesi avviene in modo continuo, fino a interessare 
per tutta la sua lunghezza lo stampo, e produrre per- 
tanto una lunga catena (catena guida é° ‘leading 
strand’), avente un numero di basi uguale a quello 
dello stampo (Fig 17.4). Lungo la direzione 5° > 3° 
dello stampo /a sintesi della catena, cosiddetta di- 
scontinua o lenta o “lagging strand” (in quanto si 
produce a velocità più lenta rispetto alla catena 
guida), avviene invece in retromarcia, con forma- 
zione di piccoli segmenti, che vengono successiva- 
mente saldati fra di loro, originando alla fine un’u- 
nica catena polinucleotidica di sintesi; 4) /a sintesi 
richiede un iniziatore o innesco (primer) che mette a 
disposizione un terminale nucleotidico costituito dal 
gruppo ossidrile del deossiribosio in posizione 3’ al 
quale aggiungere un nuovo deossinucleotide. Ciò 
deriva dal fatto che l’enzima responsabile del pro- 
cesso di formazione della gran parte dei legami fo- 


‘sfodiesterici, la DNA-polimerasi III*! (a differenza 


delle RNA-polimerasi), è capace di aggiungere un 
deossinucleotide ad un poli- (od oligo-) nucleotide 
accettore (ribo-, o deossiribonucleotide) e non ad un 
nucleotide libero, secondo la reazione generale: 


(ANMP), + ANTP — (ANMP),, + PPi 


dove ANMP è l’unità deossinucleotidica costi- 
tuente il polinucleotide e ANTP è il deossinucleoti- 
de trifosfato (AATP, ATTP, dCTP, dGTP) che fa da 
donatore di una nuova unità deossinucleotidica; 5) 
la sintesi polinucleotidica è un processo termodina- 
micamente favorevole. Infatti, la reazione della po- 
limerasi mostrata poco sopra, se seguita dall’idroli- 
si del pirofosfato ad opera della pirofosfatasi, è ac- 
compagnata da una notevole spinta termodinamica 
(AG® netto di —7.2 kcal/mole). Anche in assenza 
della pirofosfatasi la reazione di sintesi è comunque 
favorita. Ciò è dovuto all’instaurarsi di un insieme 
di legami idrogeno fra il deossinucleotide aggiunto 
e 1 deossinucleotidi della stessa catena o della cate- 
na complementare di stampo (interazioni fra basi 
complementari); 6) /a sintesi polinucleotidica è un 
processo altamente accurato, con l’evenienza di un 
solo errore ogni 10° - 10% nucleotidi aggiunti. Ciò è 
ottenuto grazie all’estrema specificità della DNA- 


' Esistono tre DNA polimerasi con compiti differenziati (vedi oltre). 


polimerasi III, la quale, oltre a catalizzare la sintesi 
del legame fosfodiesterico, è anche in grado di di- 
scriminare se c’è un nucleotide aggiunto anomalo 0 
male appaiato. In questo caso lo rimuove per idroli- 
si (attività 3' > 5’ esonucleotidasica) e lo sostitui- 
sce con quello corretto. L’enzima insomma lavora 


oltre che come sintetasi anche come ‘correttore di 


bozze”. 


Meccanismo della replicazione nei 
procarioti 


La replicazione del DNA è un processo coordi- 
nato e regolato, nel quale sono implicati molti enzi- 
mi e proteine non enzimatiche (almeno 20 in 
Escherichia coli). L'intero complesso è chiamato 
“sistema di replicazione del DNA” o replisoma. Il 
processo può suddividersi, sul piano operativo, in 
tre fasi: l’inizio, l’allungamento e la terminazione. 


Inizio della sintesi - 
Despiralizzazione del DNA 


Nell’Escherichia coli, in corrispondenza di un 
sito prestabilito del DNA, chiamato “ori C°° e costi- 
tuito da 245 coppie di basi, la doppia elica del DNA 
si despiralizza e si forma un occhiello con due for- 
chette di duplicazione. Queste forchette procedono 
in modo bidirezionale, allargando l’occhiello fino 
ad interessare l’intero DNA circolare (Fig. 17.2). 

La velocità di ingrandimento dell’occhiello di 
duplicazione è di circa 45 kilobasi per minuto a 37°. 





Sito di 
inizio della 
replicazione 
Forcelle 
di replicazione 
DNA \° 
genitore irezione 


di nato 


Replicazione del DNA ® 449 


Tenendo conto che una spira del DNA è costituita 
circa da 10 basi, la velocità di svolgimento, e quin- 
di di duplicazione, del DNA nell’ Escherichia coli è 
di 4500 spire per minuto. 

Il processo di despiralizzazione è catalizzato 
dalle “proteine di svolgimento” o elicasi (proteine 
Dna A e Dna B) e da proteine accessorie (proteine 
Dna C e HU, simil-istonica). Le elicasi, nel momen- 
to in cui riconoscono il sito di origine (ori C), vi si 
legano ed iniziano il processo di despiralizzazione 
che estendono progressivamente, staccandosi dal 
tratto despiralizzato per attaccarsi oltre. 

La rottura dei legami idrogeno intercatena indot- 
ta dalle proteine di svolgimento avviene a spese 
dell’energia fornita dalla concomitante idrolisi 
dell'ATP. L’azione delle proteine di svolgimento è 
integrata da quella delle topoisomerasi (0 girasi), 
che svolgono tratti di DNA superavvolti, allentan- 
done gli stress torsionali. Questi enzimi polifunzio- 
nali idrolizzano e ricompongono singoli legami fo- 
sfodiesterei nell’ambito dell’una e dell’altra catena 
polinucleotidica. Le catene di DNA così separate 
sono stabilizzate da particolari proteine leganti il 
DNA a singola catena (SSB, single stranded DNA 
binding protein). 


Allungamento - Replicazione 
discontinua del DNA 


AI termine della fase di inizio, le due catene po- 
linucleotidiche del DNA, in corrispondenza del sito 
di formazione delle forchette, sono separate fra di 
loro e le basi diventano disponibili ad interagire con 
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Figura 17.2 Replicazione bidirezionale del DNA circolare della E. coli 


Le linee tratteggiate indicano la catena polinucleotidica neosintetizzata e le frecce la direzione della replicazione, 
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Figura 17.3 Azione della DNA-polimerasi III nella biosintesi del DNA 


| deossitrifosfonucleosidi, appaiati tramite le loro basi a quelle complementari del DNA-genitore, vengono concatena- 
ti fra loro con legami 3‘-5’ fosfodiesterei con eliminazione di altrettante molecole di PPi. 


le basi complementari corrispondenti appartenenti 
ai deossinucleosidi trifosfato. Il processo di sintesi, 
come già anticipato, si attua in modo diverso per la 
catena guida e per quella lenta. Ne/ caso della cate- 
na guida, in corrispondenza del sito di replicazione 
una particolare RNA polimerasi, la primasi, produ- 
ce un piccolo RNA iniziatore, o primer, costituito da 
10-60 basi e complementare alla sequenza nucleoti- 
dica corrispondente al sito di replicazione. A questo 
la DNA-polimerasi II aggiunge sequenzialmente 
singoli deossinucleotidi con basi complementari ri- 
spetto a quelle della catena guida (Fig. 17.3), prose- 
guendo nella stessa direzione della forchetta, fino a 
completamento della replicazione. Si giunge così a 
sintetizzare una copia complementare completa e li- 
neare di uno dei due filamenti di DNA, con attac- 
cato l’RNA primer. Successivamente, la DNA-poli- 
merasi I, attraverso la sua attività esonucleasica 5’- 
3°, rimuove l’RNA primer, completa il filamento 
neoformato di DNA nella parte in cui 1’ RNA primer 
corrispondeva a una sequenza di basi del DNA 
stampo, e la DNA-ligasi, al momento opportuno, 
salda le due estremità del filamento dando luogo al- 
la formazione del DNA circolare. 


La sintesi della catena lenta avviene invece in 
modo discontinuo (Fig. 17.4), tramite la sintesi di 
frammenti con sequenza 5° +> 3°, compatibile con 
la capacità direzionale della DNA-polimerasi III, 
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Figura 17.4 Schema semplificato della replica- 
zione discontinua 
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Figrua 17.5 Frammenti di Okasaki 


che ora lavora a ritroso, nella direzione opposta ri- 
spetto alla forchetta. Questa “retromarcia” dell’en- 
zima è resa possibile dalla formazione di corte cate- 
ne di RNA iniziatore (formato di 10-20 nucleotidi) 
che sono sintetizzate sullo stampo della catena len- 
ta ad opera della primasi. Sull’ossidrile 3° di questi 
frammenti di RNA, la DNA-polimerasi III aggancia 
quindi in sequenza alcune centinaia di deossinu- 
cleotidi venendo a formare un frammento misto 
RNA-DNA che è il frammento di Okazaki (dal no- 
me del ricercatore che li ha descritti per la prima 
volta) (Fig. 17.5). 


A formazione avvenuta di un certo numero di 
questi frammenti la DNA polimerasi I che è anche, 
come già detto, dotata di azione esonucleasica, 
idrolizza la porzione di RNA a partire dall’estremi- 
tà 5° e contemporaneamente aggiunge un deossiri- 
bonucleotide per volta in ciascun frammento priva- 
to della porzione di RNA, fino a far corrispondere 
completamente il frammento alla relativa sequenza 
del DNA stampo. In altre parole sostituisce i ribo- 
nucleotidi dei brevi RNA primers con i corrispon- 
denti desossiribonucleotidi. I frammenti composti 
da soli deossinucleotidi vengono quindi saldati fra 
loro dalla DNA-ligasi mediante legami fosfodieste- 
rei fra il gruppo fosforico terminale 5°’ di un fram- 
mento e il gruppo ossidrilico 3’ terminale del fram- 
mento adiacente: 

Durante la sintesi della catena lenta, la forma- 
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zione e il posizionamento degli RNA iniziatori e dei 
frammenti di Okazaki, e l’azione delle DNA-poli- 
merasi e della DNA-ligasi, devono essere stretta- 
mente coordinati fra di loro. In effetti, tutti questi 
enzimi, assieme ad altre proteine ausiliarie, fanno 
parte di un intero complesso, il primosoma, che SI 
muove lungo le catene stampo man mano che l’oc- 
chiello si allarga” La sincronizzazione della sintesi 
delle due catene polinucleotidiche guida e lenta 
sembra essere assicurata dalla presenza, nella DNA 
polimerasi II, di due subunità attive, addette alla 
sintesi una della catena guida, l’altra della catena 
lenta. Lo stampo della catena lenta si avvolge sulla 
corrispondente subunità dell’enzima formando un 
giro, ed è questa porzione dello stampo (orientata 
quindi in direzione inversa rispetto al resto) che ser- 
ve alla sintesi di ciascun frammento di Okazaki. 
Terminata la sintesi, la subunità della DNA polime- 
rasi si dissocia dallo stampo, si sposta nel senso di 
scorrimento della forchetta, viene attorniata da un 
nuovo giro e procede a sintetizzare un nuovo fram- 
mento. 

La saldatura operata dalle DNA-ligasi implica 
una spesa energetica che nelle cellule procariote è 
fornita dalla idrolisi del NAD* in AMP + NMN (ni- 
cotinamide mononucleotide). 

Il processo di replicazione implica quindi l’uti- 
lizzazione dei 4 trifosforibonucleotidi ATP, GTP, 
CTP e UTP per la formazione degli RNA iniziatori 
e dei 4 trifosfodeossiribonucleotidi dATP, dGTP, 
dCTP e dTTP oltre che l’energia fornita dalla idro- 
lisi del NAD*. 

Alcuni aspetti del processo di replicazione del 
DNA sono presentati in modo schematico nella Fig. 
17.6. 


Terminazione 


La fase finale della replicazione del DNA, e cioè 
la saldatura delle due estremità del filamento linea- 
re per formare il DNA circolare, e il distacco delle 
due paia di catene (madre-figlia) di DNA non è no- 
ta nei dettagli. 


Il processo di replicazione nelle 
cellule eucariote 


I DNA degli eucarioti sono enormemente più 
lunghi e complessi di quelli dei procarioti. Tuttavia, 
gli aspetti fondamentali del processo di replicazio- 
ne del DNA, descritti in Escherichia coli, sono pre- 
senti anche negli eucarioti. Ci sono comunque del- 
le differenze. Innanzitutto nelle cellule eucariote si 
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Figura 17.6 Alcuni dei fattori proteici che intervengono nel processo di duplicazione 


SSB = Proteine leganti il DNA a catena singola (“single strand”, $S). Da: R.H. Garrett e C.M. Grisham, Principi di 


Biochimica, Piccin 2004. 


attivano simultaneamente numerosi (centinaia o 
migliaia) punti di replicazione. I punti di replicazio- 
ne dette “7eplicatori”, sono zone ben definite del 
cromosoma costituite da qualche centinaio fino a 
migliaia di paia di basi, dislocate a varie distanze 
lungo il cromosoma. Durante la fase G/ del ciclo 
cellulare a ciascun replicatore si lega un complesso 
proteico eteromerico ORC (‘origin recognition 
complex") che fa da punto d’incontro ed interazio- 
ne di varie proteine fino a costituire un pre-com- 
plesso di replicazione la cui messa in funzione è in- 
nescata da due particolari proteine-chinasi (cicline 
B dipendenti) che entrano in scena nella successiva 
fase S del ciclo cellulare. I vari complessi di repli- 
cazione attivi, chiamati repliconi, originano ciascu- 
no un occhiello di replicazione. Gli occhielli, in- 
grandendosi, confluiscono fra loro svolgendo e du- 
plicando la molecola del DNA per tutta la sua lun- 
ghezza (Fig. 17.7). La prima conseguenza della 
molteplicità dei punti di replicazione è che anche /a 
sintesi della catena guida è discontinua, con forma- 
zione di tante lunghe catene guida quanti sono i 
punti di replicazione. Una volta staccato 1’ RNA ini- 
ziatore da ciascuna di queste e ricolmato il vuoto 
originatosi con sequenze di deossiribonucleotidi, /e 
catene di DNA sono saldate fra di loro ad opera 
della DNA-ligasi. 

Una seconda differenza è che /a velocità del pro- 
cesso duplicativo negli eucarioti è circa 1/10 di 
quella di Escherichia coli. La presenza però di mol- 
ti sistemi di duplicazione operanti simultaneamente 
fa sì che, nel suo complesso, la duplicazione del 
DNA negli eucarioti decorre più rapidamente che 
nel procarioti. Inoltre, le sequenze che costituisco- 


no 1 punti di replicazione, ovviamente molteplici 
negli eucarioti, sono diverse dall’ori C di 
Escherichia coli. Alcune di queste sequenze, le ARS 
(autonomously replicating sequences) del lievito, 
sono state individuate. Anche le elicasi, le topoiso- 
merasi e le proteine leganti i filamenti singoli di 
DNA sono diverse da quelle dei procarioti. Un’altra 
differenza riguarda la DNA-polimerasi. Come in 
parte già riferito, nei procarioti sono presenti tre 
DNA-polimerasi: la DNA-polimerasi I (che possie- 
de anche attività esonucleasica 5° > 3° e 3° —> 5°), 
la quale provvede a colmare i vuoti di sequenze 
deossiribonucleotidiche originatesi dal distacco de- 
gli RNA iniziatori (la porzione di questo enzima, 
che si ottiene a seguito di proteolisi blanda, conte- 
nente l’attività sintetasica e la esonucleasica 3° > 
5’, prende il nome di frammento di Klenow); la 
DNA-polimerasi I (che possiede anche attività eso- 
nucleasica 5° > 3°), la quale interviene nei proces- 
si di riparo del DNA; e la DNA-polimerasi INI (an- 
ch’essa con attività esonucleasica 3° > 5’ “corret- 
trice di bozze”), che gioca un ruolo primario nella 
sintesi del DNA. Quest’ultimo enzima è, fra i tre, 
quello con la maggiore capacità (‘“processività”’) di 
addizione di deossiribonucleotidi dopo la separa- 
zione dei due filamenti di DNA da replicare. Negli 
eucarioti le DNA-polimerasi sono più numerose. La 
DNA-polimerasi a (che ha anche attività di prima- 
si) e la DNA-polimerasi è (in alcuni casi sostituita 
dalla DNA-polimerasi €) svolgono il ruolo della 
DNA-polimerasi III dei procarioti: la 0 provvede 
alla sintesi della catena guida; la è a quella della 
catena lenta. Una terza DNA-polimerasi, la B, sem- 
bra corrispondere funzionalmente alla DNA-poli- 
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Figura 17.7 Replicazione del DNA negli eucarioti 


La formazione simultanea di numerosi occhielli di replicazione consente una replicazione accelerata del DNA. 


merasi II dei procarioti (riparo del DNA). Inoltre la 
DNA-polimerasi Y è coinvolta nella sintesi del DNA 
mitocondriale. 

Infine, nelle cellule degli eucarioti l’energia ne- 
cessaria per le reazioni di saldatura internucleotidi- 
ca catalizzata dalla DNA-ligasi, è messa a disposi- 
zione dall’idrolisi dell’ ATP in AMP e PPI. 


Trascrizione inversa - DNA 
complementare 


In alcuni virus tumorigenici (oncogeni), quali il 
virus del sarcoma di Rous, il virus della mielobla- 
stosi aviaria e il virus di alcune leucemie animali, è 
I’RNA che, contrariamente a quanto avviene nor- 
malmente, dirige la sintesi del DNA. Questo pro- 





DNA 
(ibrido) 


Figura 17.8 Azione della trascrittasi inversa: formazione di un ibrido vRNA-DNA intermedio 


cesso denominato ‘“/rascrizione inversa”, spiega 
come questi virus oncogeni, o retrovirus, possano 
alterare la normale dotazione di DNA delle cellule 
animali che vengono infettate, inducendo, tra l’al- 
tro, la trasformazione tumorale. 

Questi virus introducono infatti nella cellula in- 
fettata il loro RNA (vRNA) e l’enzima trascrittasi 
inversa. Come mostrato nello schema sottostante la 
trascrittasi inversa “stampa” sull’RNA una catena 
deossiribonucleotidica complementare, formando 
un ibrido “vRNA-DNA?” (Fig. 17.8). 

Successivamente la stessa trascrittasi, dopo aver 
eliminato la componente RNA dell’ibrido per idro- 
lisi dei legami fosfoesterei, sintetizza la catena 
complementare di DNA sullo stampo della catena 
deossiribonucleotidica dell’ibrido. Ne risulta un 
DNA virale (vDNA) a doppia catena, che viene in- 
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corporato nel genoma della cellula e trasmesso alla 
progenie. I geni virali rimangono per lo più silenti 
per esprimersi, eventualmente, allorché condizioni 
particolari (es. esposizione ad agenti cancerogeni) 
ne inducono l’attivazione con trasformazione della 
cellula ospite in cellula cancerosa. 

La trascrittasi inversa è presente anche nelle cel- 
lule normali, ma la sua funzione in condizioni fisio- 
logiche non è ancora stata chiarita. Se ne ipotizza 
una attivazione nella transizione tumorigenica. 

Le trascrittasi inverse sono dunque enzimi che 
catalizzano tre reazioni: (a) la biosintesi di DNA di- 
pendente da RNA; (b) la degradazione della mole- 
cola di vRNA; e (c) la biosintesi di DNA dipendente 
da DNA. La prima di queste reazioni, oltre a richie- 
dere RNA come stampo, necessita anche di un RNA 
iniziatore, di solito un RNA trasportatore. Le tra- 
scrittasi inverse hanno una specificità relativamente 
bassa, e pertanto sono capaci di sintetizzare DNA da 
vari tipi di RNA, tra i quali gli RNA messaggeri. 
Questa capacità è stata ampiamente sfruttata in cam- 
po biotecnologico, per esempio nella sintesi in labo- 
ratorio di DNA complementari (cDNA) a partire da 
RNA messaggeri opportunamente isolati. I cDNA 
sono più semplici dei DNA genomici (sono privi in- 
fatti di introni e sequenze segnale fiancheggianti) e, 
sono generalmente utilizzati per la produzione di 
proteine ricombinanti in cellule batteriche. Occorre, 
tuttavia, ricordare che /e trascrittasi inverse non 
posseggono attività esonucleasica 3’ > 5° “corret- 
trice di bozze”, e quindi compiono errori (1 su 
20.000 nucleotidi aggiunti) di gran lunga superiori a 
quelli delle DNA-polimerasi descritte precedente- 
mente. Ciò è causa di mutazioni, e quindi della fre- 
quente comparsa di nuovi ceppi di virus patogeni, 
come pure, nelle applicazioni biotecnologiche, della 
possibile formazione di proteine anomale. 


LE MUTAZIONI 


Per mutazione si intende una modificazione sta- 
bile nella sequenza nucleotidica del DNA. In certi 
casi è seguita da una alterazione nella sequenza am- 
minoacidica della proteina tradotta. Mutazioni del 
patrimonio genetico possono conseguire ad altera- 
zioni grossolane dei cromosomi con variazione del- 
l’ordine delle basi del DNA. Queste variazioni pos- 
sono essere letali, quando la variazione della se- 
quenza amminoacidica interessa una porzione della 
proteina strategica per la funzione della stessa pro- 
teina, e la funzione stessa è annullata. Nel caso in- 
vece in cui sono alterate porzioni meno rilevanti 
della proteina, le mutazioni possono anche essere 
compatibili con la vita, o addirittura completamen- 
te ininfluenti (mutazioni silenti). 


Alcune mutazioni possono avvenire spontanea- 
mente (si ricordi, per esempio, che, per quanto mol- 
to raramente, le DNA-polimerasi commettano erro- 
ri nel processo di replicazione del DNA), altre per 
azione di agenti chimici (sostanze mutagene) o fisi- 
CI. 

Uno dei più frequenti tipi di mutazione è quello 
transizionale, che avviene quando una base purini- 
ca, o una base pirimidinica, sono sostituite rispetti- 
vamente da altra base purinica o pirimidinica. Se 
per esempio un’adenina viene sostituita da una gua- 
nina, anche la base corrispondente della catena 
complementare deve adeguarsi, per cui una timina 
viene sostituita da una citosina. Ne risulta che la 
coppia A-T viene sostituita da quella G-C. Questo 
tipo di mutazione transizionale si verifica, ad esem- 
pio, come conseguenza della attività mutagenica 
dell’acido nitroso (HNO;) che induce la deamina- 
zione della adenina in ipoxantina: 


NHo OH 
è Ho0 è. 
Nonna 

Hi NH3 - 


adenina ipoxantina 


Come è indicato nello schema della Fig. 17.9, 
nel corso della replicazione la ipoxantina si appaia 
con la citosina, che successivamente dirige la incor- 
porazione della guanina nella catena complementa- 
re. Come risultato si ha appunto la sostituzione del- 
la coppia A-T con la coppia G-C. 

Mutazioni transizionali sono provocate anche 
dall’idrossilamina e da vari agenti alchilanti quali il 
dimetilsolfato e 1’ N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguani- 
dina. 

Altro tipo di mutazione è la fransversione, che 
consiste nella sostituzione di una coppia “pirimidi- 
na-purina” (es. C-G) con la stessa coppia invertita 
“purina-pirimidina” (G-C). Questo tipo di mutazio- 
ne avviene per lo più spontaneamente. 

Un terzo tipo di mutazione è l’inserzione, che 
consiste nell’aggiunta di una o più basi fra quelle 
originariamente presenti nel DNA. Questo tipo di 
mutazione viene prodotto ad esempio dai coloranti 
acridinici e dall’agente antimalarico atebrina. 
Queste molecole si intercalano fra le basi del DNA 
creando una o più inserzioni. Per la sua proprietà di 
intercalarsi preferenzialmente nel cromosoma Y, 
rendendolo fluorescente e citologicamente identifi- 
cabile, l’atebrina viene impiegata proficuamente in 
citogenetica umana per la diagnosi prenatale del 
sesso. 
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Figura 17.9 Mutazione transizionale prodotta dall’acido nitroso (HNO;) 


In due successive replicazioni la coppia A-T viene sostituita dalla coppia G-C. 


Il quarto tipo di mutazione è la delezione, che 
consegue alla perdita di una coppia di basi. Le mu- 
tazioni di questi due ultimi tipi (inserzioni e dele- 
zioni) sono letali, in quanto inducono una alterazio- 
ne della sequenza degli ammino acidi nella catena 
polipeptidica che viene “codificata” dal DNA a val- 
le di queste mutazioni. Infatti l'inserimento o la de- 
lezione di una coppia di basi falsa l’intera trascri- 
zione del codice, ottenendosi il cosiddetto “sfasa- 
mento” dell’intervallo di lettura. Se tuttavia due 
mutazioni di segno opposto (inserzione e delezione) 
si verificano in un ambito piuttosto ristretto del 
DNA, esse si compensano e la trascrizione può es- 
sere rettificata. Per contro, le mutazioni transiziona- 
li e transversionali, che implicano la sostituzione di 
una coppia di basi con un’altra, inducono la sostitu- 
zione di uno solo degli amminoacidi nella sequenza 
della proteina, la quale può risultare funzionante o 
non funzionante, a seconda del tipo di sostituzione 
amminoacidica indotta dalla mutazione (conserva- 
tiva o non conservativa) e che la mutazione si veri- 
fichi o meno in una zona cruciale per la funzione 
proteica. Molte delle sostanze mutageniche sono 
anche carcinogeniche. 


Le radiazioni ad alta energia (raggi X o raggi Y) 
possono modificare la struttura delle basi, spesso 
tramite la formazione di radicali liberi e prodotti di 
ossidazione. Di conseguenza si può giungere all’a- 
pertura degli anelli eterociclici delle basi e alla rot- 
tura dei legami fosfodiesterei. 

I raggi ultravioletti, ad alte dosi, possono agire 
sulle basi pirimidiniche, attivando i legami metile- 
nici e portando frequentemente alla dimerizzazione 
fotochimica di due nuclei pirimidinici adiacenti. 


Processi di riparazione del DNA 


Le occasioni per produrre mutazioni sono, come 
abbiamo visto, molteplici, e le conseguenze delle 
mutazioni estremamente gravi in moltissimi casi. 
Allo scopo di ovviare a queste drammatiche eve- 
nienze, nelle cellule sono presenti diversi meccani- 
smi di riparazione, spesso addirittura ridondanti, ca- 
paci di reintegrare il DNA allo stato nativo. La ripa- 
razione è, nella maggior parte dei casi, resa possibi- 
le dall’esistenza delle due catene complementari del 
DNA, per cui la modificazione dannosa su una del- 
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le due catene è corretta sulla base dell’informazio- 
ne contenuta nella catena complementare non muta- 
ta o “sana”. La riparazione spesso implica la demo- 
lizione di un intero frammento nucleotidico conte- 
nente l’anomalia e la sua completa risintesi; è quin- 
di un processo energeticamente molto dispendioso. 

Un meccanismo generale di riparazione, ben 
studiato nell’Escherichia coli, consiste nel ricono- 
scere un errore di appaiamento e correggerlo. 
Questo meccanismo consente di aumentare da 100 
a 1000 volte il grado di fedeltà del processo di re- 
plicazione. Esso è basato sull’intervento sequenzia- 
le di differenti enzimi, il primo dei quali, la Dam 
metilasi, introduce un metile in N-6 di tutti i residui 
di adenina delle sequenze (5°) GATC presenti sul 
DNA stampo. Iniziata la replicazione, per un certo 
tempo il DNA stampo è metilato, mentre il DNA di 
sintesi no. Questo lasso di tempo consente ad un in- 
sieme di proteine di riconoscere un appaiamento 
anomalo distante anche 1000 paia di basi dal (5°) 
GATC metilato. Se ciò avviene, la porzione del 
DNA neosintetizzato è staccata ad opera di una eso- 
nucleasi e ricostruita correttamente seguendo lo 
stampo, con intervento della DNA-polimerasi III e 
della DNA-ligasi. Avvenuta invece la metilazione 
anche sulla sequenza complementare (3°) CTAG 
del DNA di neosintesi, il processo di revisione e ri- 
parazione viene sospeso. 

Un secondo meccanismo consiste nella rimozio- 
ne di una base anomala formatasi, per esempio, per 
deaminazione della citosina o dell’adenina (con for- 
mazione di un sito detto AP, apurinico/apirimidini- 
co). Interviene una DNA-glicosidasi, che stacca la 
base anomala per idrolisi del legame N-glicosidico. 
Il residuo di deossiribosio-5’-fosfato viene quindi 
staccato ad opera di una endonucleasi AP, con rot- 
tura della catena di DNA. Infine la DNA-polimera- 
si I inserisce il nucleotide corretto e la DNA-ligasi 
salda la catena polinucleotidica. 

Un terzo meccanismo è basato sulla rimozione 
di un frammento nucleotidico, contenente la lesio- 
ne, operata in tandem da una endonucleasi che rom- 
pe il legame fosfodiestereo interno, e una esonu- 
cleasi che rompe un secondo legame fosfodiestereo 
con distacco del frammento (gli enzimi in questio- 
ne sono anche detti exinuc/leasi). In seguito la 
DNA-polimerasi I sintetizza nuovamente il fram- 
mento asportato seguendo la corrispondente se- 
quenza di basi del DNA stampo, e la DNA-ligasi 
salda il frammento entro la catena. Un esempio di 
questo meccanismo di riparazione è presentato nel- 
la Fig. 17.10. Esso si riferisce alla mutazione provo- 
cata dalle radiazioni ultraviolette, consistente nella 
dimerizzazione di due molecole adiacenti di timina, 
con conseguente rottura dei legami idrogeno inter- 


correnti fra la coppia di timina e quella di adenina 
nella catena complementare. 

La situazione descritta nella Fig. 17.10 consente 
di capire l’origine dello xeroderma pigmentoso, una 
rara malattia della pelle, dovuta al difetto di ripara- 
zione del DNA alterato dalle radiazioni UV. Gli in- 
dividui che portano questo difetto sono estrema- 
mente sensibili alle radiazioni solari o UV e vanno 
incontro a dermatite pigmentosa ulcerativa che can- 
cerizza in numerose sedi. In questi individui le ra- 
diazioni dimerizzano paia contigue di timina, ma la 
mutazione non viene riparata, come negli individui 
normali, dal sistema di riparazione sopra descritto. 
Si è infatti riscontrato che nei fibroblasti normali 1 
dimeri di timina prodotti dalla luce UV vengono 
eliminati in meno di 24 ore; nei fibroblasti ottenuti 
dalla pelle di pazienti con xeroderma pigmentoso la 
riparazione non avviene affatto. L'enzima mancan- 
te è la endonucleasi che taglia la catena in corri- 
spondenza del legame fosfodiestereo adiacente al 
dimero (Fig. 17.10). 


RICOMBINAZIONE DEL DNA 


Porzioni di DNA più o meno lunghe, a catena 
duplice o singola, possono passare da un DNA al- 
l’altro dando così origine ad un DNA a contenuto 
genico diverso. I processi che rendono possibili 
questi “scambi” di segmenti di DNA — ‘“ricombina- 
zioni” del DNA — sono alla base della ricombina- 
zione genetica, e cioè della possibilità di modifica- 
re il patrimonio genetico di una cellula. Sono state 
riconosciute tre diverse modalità di ricombinazione 
del DNA: (a) la ricombinazione generale, od omo- 
loga, che avviene in corrispondenza di regioni 
omologhe (cioè in gran parte, se non del tutto, com- 
plementari) di due molecole di DNA; (b) la ricom- 
binazione sito-specifica che ha luogo in corrispon- 
denza di sequenze specifiche del DNA; (c) la ?ra- 
sposizione del DNA, consistente nello spostamento 
di posizione di un segmento di DNA lungo lo stes- 
so DNA (il segmento mobile è detto frasposone). 
La ricombinazione omologa coinvolge 1 DNA di 
due diversi cromosomi, quella sito-specifica e la 
trasposizione del DNA avviene più frequentemente 
lungo lo stesso cromosoma, ma può cointeressare 
due cromosomi diversi. 

La ricombinazione omologa è il meccanismo 
molecolare che consente gli scambi di segmenti an- 
che lunghi di DNA fra un cromosoma e l’altro du- 
rante la meiosi (fenomeno del “crossing over”). Il 
processo, che richiede l’intervento di enzimi e pro- 
teine satelliti, avviene nelle cellule sia procariote 
che eucariote. In Escherichia coli, dove il processo 
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Figura 17.10 Formazione dei dimeri di timina e loro riparazione (mutazione reversibile) 
(1) = Endonucleasi; (2) = esonucleasi; (3) = DNA polimerasi |; (4) = DNA ligasi. 


è meglio conosciuto, l'operazione ha inizio in vici- 
nanza di una precisa sequenza nucleotidica chiama- 
ta “chi”, (5°) GCTGGTGG (3°), ed è promossa da 
un complesso proteico-enzimatico, Rec BCD, che 
allinea due molecole di DNA in tratti omologhi, e le 
despiralizza con concomitante scissione dell’ ATP 
in ADP e Pi. I singoli filamenti di DINA sono stabi- 
lizzati dall’interazione con proteine RecA che attor- 
nano i filamenti. Raggiunta la. sequenza “hr, 
despiralizzazione si conclude e la endonucleasi del 
complesso Rec BCD idrolizza il legame fosfodie- 
stereo di un singolo filamento di ogni molecola di 
DNA, producendo in ciascun caso due estremità 3°’- 
OH e 5’-P. Successivamente una DNA /igasi salda 
l’estremità 3’-OH di un filamento con la 5°-P del- 
l’altro inserendosi così in ciascuna molecola di 
DNA un filamento polinucleotidico originato dal- 
l’altra (il complesso formatosi è chiamato interme- 
dio di Holliday). Nella fase finale del processo la 
despiralizzazione procede fino ad interessare tutto il 
DNA e il filamento originatosi dal DNA omologo si 
avvolge sul filamento dell’altro DNA, venendosi 
così a formare un DNA ricombinato, normalmente 
spiralizzato. Il processo è schematizzato nella Fig. 
17.11. 

La ricombinazione sito-specifica produce riar- 
rangiamenti di composizione del DNA, particolar- 
mente frequenti durante il differenziamento di alcu- 
ne cellule e lo sviluppo di molti organismi. A diffe- 
renza della ricombinazione omologa, dove un lungo 
frammento di DNA è trasferito da una molecola di 
DNA all’altra, nella ricombinazione sito-specifica, 
un piccolo segmento centrale di DNA passa da un 
DNA all’altro. Nel primo caso, quindi, è necessario 
un unico punto di taglio, nel secondo ne necessitano 


due. La ricombinazione sito-specifica è basata sul- 
l’azione di un sistema enzimatico chiamato ‘“recom- 
binasi”, che riconosce un sito preciso del DNA co- 
stituito da una sequenza di 20-200 paia di basi. La 
recombinasi, legatasi a due molecole di DNA ap- 
paiate senza richiedere un estensivo processo di de- 
spiralizzazione, promuove la rottura di un legame 
fosfodiestereo di un filamento di ciascun DNA, con 
formazione di un legame covalente tra il fosfato del 
nucleotide interessato (3’—OH) e un residuo tirosini- 
co dell’enzima. In seguito il legame fosfotirosinico 
si rompe con formazione di un ponte fosfodiestereo 
fra il 3°-OH di un filamento di DNA e il 5°-P del fi- 
lamento dell’altro DNA. Il processo si completa con 
una reazione identica alla precedente ma invertita, 
avente luogo ad una certa distanza dal sito di prima 
rottura. In questo modo un frammento di ciascun fi- 
lamento singolo di uno dei DNA appaiati passa da 
un DNA all’altro (vedi la Figura 17.12). In qualche 
caso processi di ricombinazione sito-specifica av- 
vengono all’interno della stessa molecola di DNA, 
allorché tratti omologhi vengano ad appaiarsi. 
Nella trasposizione i trasposoni sono spostati ad 
opera di un complesso enzimatico chiamato “/ra- 
sposasi”, che riconosce precisamente il sito dove è 
collocato il segmento mobile (trasposone) ma effet- 
tua il trasferimento a caso sul DNA accettore. 
L’azione della trasposasi è la combinazione di cn- 
donucleasi, polimerasi e ligasi. La trasposasi com- 
pie per prima cosa una duplice rottura su ciascun fl- 
lamento del DNA staccando il trasposone, alle cui 
estremità aggiunge poi brevi segmenti oligodeossi- 
nucleotidici. In seguito rompe entrambe le catene 
nucleotidiche del DNA ricevente aggiungendo bre- 
vi sequenze desossinucleotidiche a ciascuna delle 
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Figura 17.11 Schema semplificato di una ricombinazione omologa 


due estremità neoformate. Viene quindi inserito il 
trasposone, saldandolo, per azione della ligasi, a 
queste due estremità. In una fase finale gli eventua- 
li vuoti di nucleotidi sono colmati ad opera della 
DNA-polimerasi presente nella trasposasi. 


DNA ricombinante 


Gli studi condotti sul fenomeno naturale della ri- 
combinazione del DNA ha permesso lo sviluppo 
delle tecnologie di ingegneria genetica artificiale. 
Sono, infatti, disponibili tecnologie che consentono 


di incorporare segmenti di DNA eterologo nel patri- 
monio genetico di cellule, in modo tale che gli stes- 
si segmenti siano da una parte duplicati durante la 
proliferazione cellulare e dall’altra espressi come 
proteine. Il DNA eterologo, inserito in vitro in un 
DNA accettore, origina il DNA ricombinante. Con 
questo termine si indica qualunque molecola di 
DNA composta da sequenze derivate da diverse 
fonti. I vantaggi di questa tecnologia sono enormi. 
È infatti possibile: (a) ottenere, per amplificazione, 
quantità di DNA (corrispondente a uno o più geni) 
tali da consentire la determinazione dell'intera se- 
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Figura 17.12 Rappresentazione schematica di una reazione di ricombinazione sito specifica 
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quenza nucleotidica; (b) verificare le differenze 
strutturali fra geni normali e geni mutati, a scopo 
diagnostico; e (c) fare produrre grandi quantità di 
una proteina (quali insulina, ormone della crescita, 
fattori di crescita, interleuchina, anticorpi, anticoa- 
gulanti, fattori della coagulazione, eritropoietina, 
enzimi) da parte di linee cellulari a rapida crescita 
nel cui corredo cromosomico sia stato inserito il ge- 
ne corrispondente. Inoltre, l’incorporazione perma- 
nente di nuovi geni negli organismi eucarioti, apre 
la prospettiva, anche se per ora puramente teorica, 
della correzione di difetti genetici nell’uomo (tera- 
pia genica). Non vanno però sottovalutate le impli- 
cazioni etiche e anche l’elevato rischio che può de- 
rivare da un uso indiscriminato ed incontrollato di 
queste tecnologie. 

Nelle tecnologie di ingegneria genetica sono im- 
portanti il DNA che si vuole ricombinare, il DNA 
vettore clonabile e la cellula che dovrà riprodurre 
il DNA ricombinato o la proteina da esso codifica- 
ta. II DNA impiegato nella ricombinazione in vitro 
può essere di origine genomica (gDNA) o comple- 
mentare (cDNA). Il DNA vettore clonabile è costi- 
tuito da p/asmidi, batteriofagi, e cosmidi. I plasmi- 
di sono molecole circolari di DNA di origine batte- 
rica (costituiti da 5.000-400.000 paia di basi), che si 
replicano indipendentemente dai cromosomi della 
cellula ospite e possono ospitare segmenti di DNA 
da ricombinare contenenti fino a 15.000 paia di ba- 
s1. In particolari condizioni essi possono essere in- 
trodotti entro batteri, detti /rasformati, che provve- 
dono alla loro duplicazione. I batteriofagi, in parti- 
colare il batteriofago À, sono virus che infettano i 
batteri, capaci di ospitare all’interno del capside 
segmenti di DNA ricombinante molto più grandi 
dei plasmidi (fino a 23.000 paia di basi). Essi sono 
riprodotti da cellule batteriche mfettate. I cosmidi 
sono vettori artificiali ottenuti, per ingegneria gene- 
tica, da plasmidi e porzioni di batteriofago À. Essi, 
pur di piccole dimensioni, sono in grado di ospitare 
DNA da ricombinare contenenti fino a 45.000 paia 
di basi. Le cellule utilizzate per replicare il DNA ri- 
combinante o per produrre la(e) proteina(e) da esso 
espressa(e) sono, in generale, batteri (per es. 
l’Escherichia coli) o lieviti. 

Generalmente 1l DNA ricombinante contiene, 
oltre al o ai geni di interesse, segmenti di DNA che 
servono come marcatori per permettere di selezio- 
nare le cellule che contengono queste particolari 
molecole. Questi segmenti possono essere essi stes- 
s1 geni, che esprimono proteine particolari facil- 
mente riconoscibili (quali le proteine che imparti- 
scono resistenza ad antibiotici, o la }-galattosidasi) 
che caratterizzano il comportamento delle cellule 
portatrici (selezione su terreni selettivi contenente 


antibiotici, oppure reazioni enzimatiche con sub- 
strati cromo genici), o servire come leganti di op- 
portune sonde di riconoscimento. Quando cellule 
batteriche vengono trasformate con vettori di DNA 
ricombinante, solo in una parte di esse l’inserimen- 
to ha successo. Sottoponendo le cellule trattate a 
coltura su piastra in condizioni di diluizione oppor- 
tune, ogni cellula sensibile origina una colonia o 
clone. Il clone contenente il DNA ricombinante, 
una volta riconosciuto, viene isolato ed impiegato 
per produrre DNA ricombinante, detto DNA clona- 
to, nelle quantità volute. 

La tecnologia del DNA ricombinante è imper- 
niata sull’uso della DIVA /igasi e delle endonucleasi 
di restrizione (Fig. 17.13). Le endonucleasi di re- 
strizione o, più semplicemente, enzimi di restrizio- 
ne riconoscono particolari sequenze di DNA a dop- 
pio filamento con l’interessante caratteristica di 
possedere un doppio asse di simmetria o palindro- 
me (la sequenza del sito di restrizione è la stessa sui 
due filamenti di DNA quando letta in direzione 5'> 
3). Gli enzimi di restrizione rompono il DNA a 
qualche paio di basi di distanza dal centro di sim- 
metria. Il taglio può avvenire sfalsato generando 
frammenti le cui estremità a singola elica sono 
complementari, dette estremità coesive. Si forma 
un frammento di DNA (contenuto fra due punti di 
rottura) in cui le estremità dei due filamenti presen- 
tano alcune basi “sporgenti” che possono interagire 
con le basi complementari di un altro frammento 
generato utilizzando la stessa endonucleasi di restri- 
zione (estremità cosiddette “coesive’). Vi sono en- 
zimi di restrizione che tagliano le due catene di 
DNA nello stesso punto, originando frammenti con 
estremità “piatte”. Tra le endonucleasi di restrizio- 
ne più comuni abbiamo BamHI e l’EcoRI (il loro 
nome richiama il genere e la specie dei batteri da 
cui sono state isolate, rispettivamente Baci/lus amy- 
loliquefaciens e Escherichia coli). L’enzima di ele- 
zione viene fatto agire sia sul DNA, del quale una 
porzione vuole essere clonata, sia sul DNA vettore, 
in modo tale che da entrambi i DNA si formino seg- 
menti contenenti estremità coesive omologhe, che 
possano quindi “incollarsi” fra di loro grazie alla 
complementarietà delle basi presenti sulle estremi- 
tà coesive. A questo punto viene fatta agire la DNA- 
ligasi che salda covalentemente i segmenti, risul- 
tandone un vettore ricombinante contenente il 
DNA eterologo. 

L’identificazione del DNA ricombinante ripro- 
dotto dai cloni cellulari viene frequentemente ese- 
guita utilizzando la tecnica dell’ibridazione con 
DNA, RNA od oligonucleotidi di sintesi, apposita- 
mente preparati, i quali siano stati precedentemente 
marcati con radionuclidi o con particolari gruppi 
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Figura 17.13 Rappresentazione schematica della tecnologia del DNA ricombinante (inserimento di 


DNA esogeno entro un vettore) 





molecolari facilmente riconoscibili (sonde moleco- 
lari). Il DNA cellulare viene frammentato con op- 
portune endonucleasi di restrizione, e i frammenti 
di DNA separati per elettroforesi su gel di agarosio 
e trasferiti su membrane di nitrocellulosa o nylon la 
quale assorbe i singoli frammenti di DNA facendo 
una copia del tracciato elettroforetico. La membra- 
na viene quindi sottoposta al procedimento di ibri- 
dazione con la sonda specifica ed alla successiva ri- 
velazione di eventuali ibridi DNA-sonda. La banda, 
o macchia, radioattiva o colorata, che si osserva, 
contiene il DNA ricombinante d’interesse. Questa 


tecnica, dal nome dell’Autore (E.M. Southern) che 
l’ha introdotta, è chiamata ‘“Southern-blotting ”. 


Amplificazione del DNA - Reazione 
a catena della polimerasi 


Segmenti di DNA dei quali è nota la sequenza 
nucleotidica delle estremità, possono essere ampli- 
ficati “in provetta” grazie la metodica di reazione a 
catena della polimerasi (PCR “polymerase chain 
reaction’). Innanzitutto sono preparati, per sintesi 
chimica, due oligodeossinucleotidi (contenenti |8- 
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25 basi) complementari alle porzioni terminali del 
segmento da amplificare. Gli oligodeossinucleotidi 
sono fatti associare ai terminali dei due filamenti 
complementari dapprima denaturando (melting) 
mediante riscaldamento il DNA stampo e poi raf- 
freddando la miscela in modo da portare alla rinatu- 
razione (annealing) dei filamenti a singola elica. La 
DNA-polimerasi purificata e clonata dal batterio 
termofilo Thermus aquaticus (Taq polimerasi), uti- 
lizzando gli oligodeossinucleotidi come iniziatori 
(primers), aggiunge uno alla volta nucleotidi co- 
piando ciascun filamento del segmento di DNA 
(elongation). Lavorando in eccesso di iniziatori e 
compiendo cicli di riscaldamento e raffreddamento 
gli iniziatori si associano alle catene neoformate, e 
nuove catene vengono sintetizzate. Partendo da un 
unico segmento da amplificare, dopo venticinque 
cicli di denaturazione, rinaturazione e allungamen- 
to vengono prodotte circa 33 milioni di copie. La 
reazione a catena della polimerasi, oltre a produrre 
segmenti di DNA impiegabili nella tecnologia del 
DNA ricombinante, può essere vantaggiosamente 
impiegata per l’analisi di geni partendo da piccolis- 
sime quantità di materiale (riconoscimento di sog- 
getti in medicina forense, determinazione del sesso 
nei feti, individuazione di portatori di malattie ge- 
netiche, studio genetico di organismi scomparsi nel- 
l’archeologia e paleontologia molecolare). 


DEGRADAZIONE DEL DNA 


La rottura dei legami fosfodiesterei contenuti dal 
DNA è operata, come si è visto, da endo- ed eso- 
deossinucleasi. Rotture selettive di legami fosfodie- 
sterei si verificano, come si è visto, durante i pro- 
cessi di replicazione, riparazione e ricombinazione 
del DNA. La completa demolizione del DNA a nu- 


cleotidi avviene: (a) nell'intestino tenue a carico del 
DNA contenuto negli alimenti, ad opera della deos- 
siribonucleasi di origine pancreatica; e (b) all’in- 
terno dei lisosomi, a carico di DNA esogeno o en- 
dogeno, ad opera della deossiribonucleasi acida li- 
sosomale. 
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IL PROCESSO DI TRASCRIZIONE DEL DNA 


Il “codice” conservato dal DNA non è solo utilizzato per la replicazione dello stes- 
so DNA, necessaria per la perpetuazione della specie, ma anche per la sintesi delle 
proteine. Controllando direttamente la struttura primaria delle proteine, gli acidi nu- 
cleici determinano e preservano le caratteristiche essenziali degli organismi viventi. 
L’informazione genica conservata nel DNA non è trasmessa direttamente alle protei- 
ne, ma indirettamente tramite gli RNA. Tre principali tipi di RNA sono impiegati al- 
lo scopo, l’RNA messaggero (mRNA), l’RNA di trasporto (tRNA) e l’RNA riboso- 
miale (rRNA). L'mRNA contiene in successione le triplette nucleotidiche (codoni) che 
codificano la sequenza ordinata degli amminoacidi costituenti uno o più polipeptidi; 
il tRNA aggancia un singolo amminoacido e lo posiziona in corrispondenza del pro- 
prio codone, che viene riconosciuto specificamente da una tripletta nucleotidica (an- 
ticodone) portata dallo stesso tRNA; l’rRNA si associa a specifiche proteine, costi- 
tuendo il ribosoma, il ‘marchingegno molecolare” responsabile della biosintesi delle 
proteine. La biosintesi di ciascun tipo di RNA richiede come stampo un appropriato 
segmento di DNA e procede con meccanismo analogo a quello descritto per la biosin- 
tesi del DNA (replicazione). Nel suo complesso, il processo di biosintesi degli RNA 
attraverso il quale l’informazione contenuta nel DNA è trasferita all’RNA, è noto co- 
me “/rascrizione”. 

Replicazione e trascrizione, seppure analoghe, differiscono per un aspetto impor- 
tante. Infatti, nel corso della replicazione l’intero cromosoma è copiato in modo tale 
che le cellule madre e figlia abbiano lo stesso corredo di DNA; nella trascrizione, in- 
vece, viene trascritto un solo gene o gruppo di geni per volta, in modo tale che la cel- 
lula venga a possedere le sole proteine di cui abbisogna in quel momento. 
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Figura 18.1 Trascrizione di RNA su tre genomi 
del DNA 


La biosintesi degli RNA è catalizzata dalle RNA 
polimerasi dipendenti da DNA. Questi enzimi uti- 
lizzano come stampo un determinato segmento (ge- 
noma) di una sola delle due catene polinucleotidi- 
che del DNA. Ciò non significa che una sola catena 
dei DNA sia adibita alla trascrizione, ma, come mo- 
stra la Fig. 18.1, ove un segmento (genoma) di una 
delle due catene sia sede di trascrizione, il corri- 
spondente segmento dell’altra catena è non funzio- 
nante e viceversa. Per questo si parla di frascrizio- 
ne asimmetrica. 

Come per la replicazione, la “copiatura” del 
DNA stampo avviene nella direzione 3° + 5’, men- 
tre RNA si forma nella direzione 5 > 3”: i nucleo- 
tidi si agganciano infatti all’ossidrile 3’ del costi- 
tuendo poliribonucleotide. Poiché solo un segmen- 
to di DNA viene trascritto, la sua lunghezza e le sue 
estremità devono essere riconosciute da uno speci- 
fico sistema di controllo; di questo sono dotate le 
RNA polimerasi DNA dipendenti, adibite alla tra- 
scrizione. 


RNA POLIMERASI DNA 
DIPENDENTI 


Le RNA polimerasi DNA dipendenti catalizzano 
la reazione generale: 


n ribonucleosidi trifosfati > RNAn + nPP; 


I nucleosidi trifosfati impiegati nella sintesi de- 
gli RNA sono ATP, GTP, CTP e UTP, e durante la 
trascrizione l’appaiamento delle basi fra genoma 
del DNA e costituendo RNA è il seguente: 


Pu X Pu X Y Pu X La Pa 
PPi PPI 
3 + $i lit 3 + a — La 9 + 
P-P-P | "OH P-P-P | "OH P-P-P | P | OH P-P-P | OH P-P-P | P P | OH P-P-P 
5' 5' 5' 5' 5' 5 


DNA RNA 
Arcene n 
| | 
T------------ A 
| | 
enni ù; 
C------------ G 


Per esempio, se un tratto del genoma ha la se- 
quenza: A-T-T-G-C, il tratto corrispondente 
dell’RNA ha la sequenza: U-A-A-C-G. Il costituen- 
do RNA presenta quindi una sequenza di basi iden- 
tica a quella della catena non utilizzata del DNA, 
identica cioè a quella che non ha fatto da modello 
per la sintesi dell'RNA, con la sola differenza di 
avere l’UMP al posto del TMP. Gli acidi ribonuclei- 
ci non contengono, infatti, timina, come il DNA, 
ma uracile. 

Dal punto di vista chimico la sintesi dell'RNA 
procede per successivi legami di ribonucleosidi tri- 
fosfati al 3’-OH della costituenda catena, con libe- 
razione di altrettante molecole di pirofosfato orga- 
nico (PPi) (Fig. 18.2). 

Il 5’-ribonucleoside trifosfato che inizia la se- 
quenza contiene sempre una base purinica (adeni- 
na o guanina) ed il distacco del relativo pirofosfato 
avviene solo quando la molecola dell'RNA è com- 
pleta. // gruppo 5’ terminale trifosfato costituisce 
infatti una caratteristica dell'RNA nascente. 

Durante la trascrizione I’ RNA nascente si asso- 
cia per un breve tratto, e temporaneamente, al DNA 
stampo, formando un ibrido RNA-DNA a doppia 
elica, importante per la corretta trascrizione del 
DNA. Man mano che la biosintesi procede, la por- 
zione “più vecchia” dell'RNA si sfila dalla doppia 
elica comportandosi come un singolo filamento 
(Fig. 18.3), 

Le RNA polimerasi DNA dipendenti più studia- 
te sono quelle batteriche. Ogni batterio possiede 
una sola RNA polimerasi che catalizza la sintesi di 
tutti gli RNA di cui la cellula batterica è dotata. La 
RNA polimerasi di E. coli, ad esempio, ha un PM di 
500.000 Da circa ed è composta da tre differenti 
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Figura 18.2 Meccanismo chimico della sintesi del RNA 


Pu = base purinica; X, Y = altre basi. 
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Figura 18.3 Schema del processo di trascrizione, catalizzato dalla RNA polimerasi, nell’Escherichia 


coli 
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(A) Parziale despiralizzazione dal DNA, formazione della “bolla di trascrizione”, formazione dell’ibrido RNA-DNA, 
eventi di riavvolgimento e di avvolgimento del DNA alle due estremità della bolla di trascrizione; (B) formazione di su- 


pereliche del DNA a valle e a monte del sito di trascrizione. 


subunità, o, B, B’ nel rapporto 2:1:1. Con essa col- 
laborano due proteine, o (sigma), o fattore di inizio, 
e p (rho), o fattore di distacco. 

La trascrizione, da parte della RNA polimerasi 
di E. coli, ha inizio in corrispondenza di una porzio- 
ne ben precisa del DNA detto “sito promotore” 
(promoter site). Questo viene riconosciuto dalla 
RNA polimerasi in associazione con il fattore 0. 
Più precisamente, due regioni del sito promotore 
sono riconosciute dall’enzima associato a questo 
fattore, ciascuna costituita da una sequenza di 6 nu- 
cleotidi (sequenza di consenso): una, collocata a 
circa 35 paia di basi dal nucleotide di inizio della 
lettura, è più comunemente costituita dalla sequen- 
za 5°-TTGACA-3°, l’altra, posta a circa 10 paia di 
basi sul punto di inizio, è costituita dalla sequenza 
5°-TATAAT-3’. L’enzima dapprima si lega al DNA 
in corrispondenza della “regione - 35” (il segno - si- 
gnifica che essa è posta “a monte” del nucleotide di 
inizio, indicato come ‘“+1’’) formando un comples- 
so “chiuso”, in quanto i due filamenti di DNA sono 
ancora appaiati; successivamente esso si sposta sul- 
la “regione - 10” formando un complesso aperto. Si 
ritiene che la sequenza TATAAT (detta anche “TA- 
TA box”) sia implicata nel processo di dissociazio- 
ne e apertura dei due filamenti di DNA. In questo 


processo il complesso fattore 0, associato all’enzi- 
ma si lega al DNA e determina una parziale despi- 
ralizzazione della doppia elica, che si estende per 
circa 17 paia di basi, esponendo così il punto di ini- 
zio, sul DNA stampo, al sito catalitico dell'enzima 
(Fig. 18.3): è questa la “bolla” di trascrizione. 
L’attacco della RNA polimerasi al sito promotore 
del DNA, e la despiralizzazione del DNA che ne de- 
riva, provoca una forte torsione dello stesso DNA, 
con produzione di ‘“supereliche negative” a monte e 
“positive” a valle della zona di attacco (Fig. 13.3). 
Con la formazione la bolla di trascrizione e l’inizio 
della sintesi di alcuni legami dell'RNA nascente, la 
subunità o si dissocia dall’enzima, che continua 
nella sua azione. Man mano che la RNA polimerasi 
sintetizza RNA, essa si sposta sul DNA nella dire- 
zione 3° > 5’, con conseguente spostamento ad on- 
da della bolla di trascrizione e dei fenomeni di su- 
perelicizzazione, mentre il DNA già trascritto riac- 
quista la struttura elicoidale di partenza. Una volta 
iniziata, in E. coli la trascrizione procede alla velo- 
cità di circa 50 nucleotidi al secondo. La fine della 
trascrizione avviene in corrispondenza di siti speci- 
fici del DNA, in corrispondenza dei quali si realiz- 
zano le condizioni per la la destabilizzazione e la 
dissociazione dell’ibrido RNA-DNA, con il distac- 
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co definitivo della RNA polimerasi dal DNA. In al- 
cuni casi il riconoscimento di questi siti di termina- 
zione richiede la presenza di un particolare fattore 
proteico, chiamato p (rho), in altri no. 


Le principali tappe del processo di biosintesi de- 
gli RNA sono illustrate nella Fig. 18.4. 

Nelle cellule eucariote la biosintesi degli RNA 
viene effettuata da più RNA polimerasi DNA dipen- 
denti, le RNA polimerasi I, II e III, ciascuna caratte- 
rizzata da funzioni specifiche e da differenti siti 
promotori. La RNA polimerasi I, presente nel nu- 
cleolo, è adibita alla sintesi degli rRNA /28S, 18S e 
5,89). La RNA polimerasi II, presente nel nucleo, è 
responsabile della trascrizione degli mRNA e nella 


Sito promotore 


maggior parte dei piccoli RNA nucleari, snRNA 
(small nuclear RNA), e dei micro RNA (mRNA). 
L’enzima riconosce una grande varietà di siti pro- 
motori diversi e si lega a regioni poste a diversa di- 
stanza dal nucleotide di partenza (“regioni - 110, - 
40, - 25”) con sequenze di consenso spesso comuni 
(5°-GGCCAATCT-3°, 5°-GGGCGG-3°, 5°-TA- 
TAAAAA-3°). Queste sequenze fungono anche da 
aggancio per molecole che attivano la RNA polime- 
rasi II, dette “fattori di trascrizione”. 

La RNA polimerasi III, pure presente nel nucleo, 
è adibita alla sintesi dei tRNA, dell’ rRNA 5S ed al- 
tri piccoli RNA nucleolari (snoRNA) e citoplasma- 
tici (ScRNA). 
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Figura 18.4 Le tappe principali della biosintesi di RNA. pppA: ATP, pppU: UTP, pppC: CTP; pppG: 
GTP; pppA-U-C-G-G-C- ecc.: catena di RNA nascente; rho: proteina rho 





Regolazione della biosintesi degli 
RNA 


Il processo di trascrizione è regolato a livello 
della fase di inizio, cioè del legame delle RNA po- 
limerasi con le opportune sequenze consenso porta- 
te dai promotori. La regolazione è esercitata da par- 
ticolari fattori, di natura proteica, capaci di legarsi 
ai promotori o nelle loro vicinanze. Essi sono di tre 
tipi: (a) fattori di specificità che alterano la specifi- 
cità della RNA polimerasi per un certo promotore 0 
gruppo di promotori, orientandola talora verso pro- 
motori diversi rispetto a quello canonico; (b) fatto- 
ri di repressione o “repressori”, che si legano al 
promotore o nelle sue vicinanze (nei procarioti i si- 
ti di legame dei repressori sono chiamati “operato- 
ri”) bloccando l’accesso della RNA polimerasi al 
proprio promotore; (c) fattori di attivazione, o “atti- 
vatori”, che si legano nei pressi del promotore faci- 
litando la formazione del complesso RNA polime- 
rasi-promotore. 


Inibitori non fisiologici della 
trascrizione 


La sintesi degli RNA può essere inibita da com- 
posti che interferiscono con la RNA polimerasi op- 
pure con il DNA genomico. Fra i primi la rifampici- 
na, che inibisce la reazione iniziale della trascrizione; 
fra i secondi la actinomicina D, che, intercalandosi 
fra la coppia di basi complementari guanina-citosina 
del DNA, arresta la propagazione della bolla di tra- 
scrizione lungo la catena del DNA. Va sottolineato 
che la rifampicina inibisce l’azione della RNA poli- 
merasi batterica, ma non quella dei mammiferi e que- 
sto spiega quindi l’azione antibatterica di notevole 
valore terapeutico di questa molecola. 

Va ricordata anche la o-amanitina, la tossina del 
fungo Amanita phalloides che inibisce le RNA po- 
limerasi e, con particolare sensibilità, la RNA poli- 
merasi II. 


RNA polimerasi RNA dipendenti 


Nei virus in cui materiale genetico è costituito 
da RNA (retrovirus), la trascrizione consiste nella 
replicazione dell’RNA per azione della RNA poli- 
merasi RNA dipendente, detta anche RNA replicasi. 
Più precisamente una replicasi catalizza la forma- 
zione di un RNA complementare a quello origina- 
rio; su questo una seconda replicasi trascrive il nuo- 
vo RNA. 
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MODIFICAZIONI POST- 
TRASCRIZIONALI DEGLI RNA 


Le molecole di RNA, biosintetizzate ad opera 
delle RNA polimerasi, sono i prodotti di trascrizio- 
ne primari e provvisori, detti anche RNA nucleari 
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eterogenei. Questi RNA primari, per diventare fun- 
zionali, subiscono delle modificazioni, dette post- 
sintetiche, che consistono in genere nell’accorcia- 
mento della catena, nell’aggiunta di nucleotidi ad- 
dizionali alle due estremità della catena, e nella me- 
tilazione, o altra modificazione chimica, di alcuni 
nucleotidi costituenti. 


Rimozione degli introni per rottura 
e ricucitura (“splicing”) della 
catena polinucleotidica 


Nella grandissima maggioranza degli RNA dei 
vertebrati (tra le poche eccezioni figurano gli 
mRNA degli istoni) sono presenti esoni (le parti che 
codificano per le sequenze amminoacidiche dei po- 
lipeptidi) intervallati da sequenze prive di significa- 
to trascrizionale, gli introni. Nel caso degli mRNA, 
gli esoni sono di lunghezza abbastanza omogenea 
(100-200 nucleotidi, mai più di 1000), gli introni in- 


Introne reciso 


Figura 18.5 Schema del processo di rot- 
tura-ricucitura (splicing) dell'RNA: 
escissione dell’introne 


vece più eterogenei (da 50 a 20.000 nucleotidi). 
Attraverso un processo di rottura-cucitura 0 ricon- 
giungimento (‘splicing’) — che è in essenza una 
transesterificazione — gli esoni vengono staccati da- 
gli introni e agganciati fra di loro seguendo la se- 
quenza con cui sono collocati nell’RNA primario. 
Nel processo, catalizzato da endonucleasi-ligasi, 
l’introne fa un’ansa, con formazione di una sorta di 
struttura secondaria dell’RNA primario, riconosciu- 
ta dagli enzimi implicati nel processo. Il sito dove si 
opera la resezione dell'RNA e la successiva salda- 
tura dei due esoni è caratterizzato da una coppia di 
sequenze appartenenti all’introne interessato, dette 
giunzioni “donatore” e “accettore”. Gli introni 
escissi vengono poi completamente degradati ad 
opera di ribonucleasi. Lo schema del processo è il- 
lustrato nella Fig. 18.5. In realtà il processo di “spli- 
cing”” è molto complesso e può effettuarsi con mec- 
canismi diversi a seconda del tipo di introni presen- 
te nella molecola dell'RNA primario. Gli introni so- 
no infatti separabili in quattro classi. Negli RNA 
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Figura 18.6 Meccanismo di “splicing” negli RNA contenenti introni della I classe 


LL’ n n n 0. n _Err_—————m.’’‘’’ P P@——@@6@@@ggqppan—cic 
A: La reazione di transesterificazione, nella quale il gruppo 3’ OH della guanosina agisce da nucleofilo; B: schema 
del processo di “splicing”, illustrante dapprima l'attacco nucleofilo del 3’ OH della guanosina sul fosfato 5' al sito di 
rottura fra esone e introne, quindi l'attacco nucleofilo del 3' OH neoformato dell’esone sul fosfato 5’ del primo nu- 


cleotide dell’esone contiguo, con espulsione dell'introne. 


primari contenenti introni della I classe (si tratta di 
rRNA nucleari e mitocondriali), la reazione di 
“splicing” richiede la presenza di un cofattore, la 
guanosina o un suo prodotto fosforilato (GMP, 
GDP, GTP). Il gruppo 3’-ossidrilico della guanina, 
agendo da nucleofilo, forma un legame 3’,5°-fosfo- 
diestereo con l’estremità 5’ dell’introne (Fig. 18.6). 

Il gruppo 3”-ossidrilico dell’esone 5’ distaccato 
funge ora pure da nucleofilo e, in una reazione si- 
mile alla precedente, si aggancia al fosfato in 5’ del- 
l’esone 3’, con liberazione dell’introne ancorato al- 
la guanosina. Quest’ultima viene poi staccata idro- 
liticamente dall’introne ed utilizzata in un nuovo ci- 
clo di reazioni. Quando sono coinvolti introni della 


seconda classe (presenti in mRNA mitocondriali) al 
posto di un fattore esterno, quale la guanosina sopra 
citata, viene utilizzato quale nucleofilo della prima 
reazione di transesterificazione il gruppo 2°-ossidri- 
lico di un nucleotide adenilico contenuto nell’intro- 
ne (Fig. 18.7). 


Attorno a questo nucleotide (in cui l’adenosina 
è implicata in tre legami fosfodiesterei) l’introne 
forma una struttura a lacciolo, e si libera dell’esone 
5°. Quest'ultimo si lega all’esone 3° come riportato 
nella Fig. 18.5 e l’introne con struttura a lacciolo si 
libera. Va notata una caratteristica importante delle 
reazioni di “splicing” con introni della I e Il classe. 
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Prodotto di Figura 18.7 Meccanismo di “splicing” negli 
trascrizione RNA contenenti introni della II classe 
si (0) | CÙ 4 La reazione è simile a quella illustrata nella Fig. 
2' OH 18.6, con la differenza che il gruppo nucleofilico 
| iniziale è il 2" OH di uno specifico resto adenosili- 
PCpAPA co dell’introne e che l’introne escisso forma una 
struttura ciclica a lacciolo in cui il resto adenosilico 
| citato è implicato in 3 legami fosfodiesterei di cui 
Prodotto uno 2’, 5°. 
intermedio 


3' 





2', 5'-Legami fosfodiesterei 


Verso l'estremità 3' 










RNA finale 
da "splicing" 
5: 3' 
| 
3' OH 
C 
p 
GpApA 
snRNA U1 3' Emi CGGUCCAyyCAMUMA 5Ppp5' m'G(5') 
5' a \GGUAAGU 
Î 
LS Sito di "Splicing" 5' 
Ì Introne 
Esoni 
Figura 18.8 Meccanismo di “splicing” Resto sporgente 
negli RNA contenenti introni della III ‘Sg SH 
classe 3' GA pe] AC AUCAU 
A parte l'intervento degli snRNA U1 e U2, la z= ssa 
reazione è simile a quella illustrata nella Fig. 5' Essi UG UAGUA bai 3' 
18.7, con l'implicazione di un gruppo 2’ OH da 
di un resto adenosilico sporgente (che non si | Sito di snRNA U2 
appaia con il snRNA U2) e la formazione di un splicing' $ 
introne escisso a struttura ciclica. y rappresen- | 
ta la pseudouridina e “m” indica che la base 
è metilata. 3' pi CGGUCCA yy CAMUMA pp MG(! 
RNA ricucito == == 
S' e AGGU Me} + AAGU 
Introne 
A 


(5')YHO— GA Bz] AC AUCAU 


5 Essi UG UAGUA Da 3' 


Molte di queste reazioni sono “autocatalitiche”, 
nel senso che non richiedono l’intervento di enzimi 
proteici, ma è lo stesso RNA che ha proprietà cata- 
litiche (ribozimi). 

Negli RNA primari contenenti introni dalla III 
classe (si tratta degli mRNA nucleari, e quindi dei 
più abbondanti RNA), il meccanismo di ‘“splicing” 
è uguale a quello visto per gli introni di II classe. Al 
processo però è necessaria la partecipazione di pic- 
coli complessi nucleoproteici (snRNPs’ “small nu- 
clear  ribonucleoproteins”, chiamati anche 
“snurps”) contenenti particolari RNA, pure di pic- 
cola dimensione (snRNA), noti con le sigle U1, U2, 
U4, US e U6. I complessi risultanti dall’associazio- 
ne di vari snurps (in numero di almeno 4) e degli 
enzimi addetti allo “splicing” — associazione che ri- 
chiede ATP — vengono chiamati “spliceosomi”. 
L’snRNA UI riconosce la giunzione donatrice e 
quindi il sito di taglio-ricucitura 5’, e l’snRNA U2 
la giunzione accettrice, con il sito di taglio-ricucitu- 
ra 3”. In entrambi i casi, la porzione interessata 
dell’snRNA (7-8 basi) è complementare rispetto 
all’RNA della giunzione, costituendosi due brevi 
tratti a doppia elica che stabilizzano le zone di ta- 
glio-ricucitura e forniscono precisione al processo 
(Fig. 18.8). Infine, negli RNA primari contenenti 
introni della IV classe (molto frequenti nei tRNA 
primari) lo “splicing” richiede l’intervento di ATP e 
di una serie di enzimi (Fig. 18.9). Dapprima una en- 
donucleasi stacca l’introne rompendo i legami fo- 
sfodiesterei alle sue due estremità con formazione 
dell’esone 5’ con un legame 2’,3°’-fosfodiestereo ci- 
clico, che viene poi scisso da una fosfodiesterasi li- 
berando l’ossidrile 3°. 

Nello stesso tempo, l’esone 3° è fosforilato sul- 
l’ossidrile terminale 5’ ad opera di una cinasi e suc- 
cessivamente adenilato sullo stesso fosfato, for- 
mando l’ADP-derivato. I due esoni modificati ven- 
gono quindi saldati assieme con liberazione di ADP 
e Pi. 


Modificazioni degli mRNA alle due 
estremità della catena 


La gran parte degli mRNA delle cellule eucario- 
te subisce, subito dopo la trascrizione, modificazio- 
ni alle due estremità della catena. All’estremità 5’ si 
forma un “cappuccio” costituito da 7-metil GTP 
unito, con legame 5’,5’-trifosfato, al nucleotide 5° 
terminale. Il ribosio di questo nucleotide, come pu- 
re quello del nucleotide pre-terminale, sono spesso 
metilati in 2°. Queste modificazioni sono catalizza- 
te da una serie di enzimi, come indicato nella Fig. 
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Figura 18.9 Meccanismo di “splicing” negli RNA 
contenenti introni della IV classe 


A= Adenosina. 


18.10. Il “cappuccio” 5° può legarsi ad una proteina 
che facilita l’interazione dell’mRNA con i ribosomi 
nella tappa iniziale della biosintesi delle proteine. 
L’estremità 3’ viene poliadenilata nel modo se- 
guente (Fig. 18.11). L’mRNA primario viene innan- 
zitutto attaccato da una endonucleasi specifica che 
rimuove una porzione polinucleotidica fino al sito 
della poliadenilazione. L’endonucleasi riconosce il 
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Figura 18.10 Modificazioni post-traduzionali all'estremità 5’ dell'RNA 


(A) Struttura chimica del “cappuccio” 5‘; (B) sequenza delle reazioni ed enzimi coinvolti nella formazione del “cappuc- 
cio”. SAM = S-adenosilmetionina; SAO = S-adenosilomocisteina.(1) = Nucleotide fosfatasi; (2) = guaniltransferasi; 
(3) = guanina-7-metiltransferasi; (4) = 2'-O-metiltransferasi; m7 = gruppo metilico in posizione 7 della guanina; m2 


= gruppo metilico in posizione 2 del ribosio. 


sito di rottura interagendo con la sequenza segnale 
5°-AAUAAA-3° altamente conservata, presente in 
tutti gli mRNA primari, e collocata a 11-30 nucleo- 
tidi sul lato 5’ del sito di rottura. La rottura produce 
l’ossidrile 3° libero (che definisce la fine 
dell’mRNA) su cui vengono immediatamente attac- 
cati da 20 a 250 nucleotidi adenilici attraverso la 
reazione: 


mRNA + nATP > RNA(AMP)n + nPP; 


catalizzata dalla poliadenilato polimerasi. Le modi- 
ficazioni a carico delle estremità avvengono prima 
che abbiano inizio i processi di ‘“splicing” e, nel ca- 
so degli mRNA nucleari, all’interno del nucleo. 

Le modificazioni post-traduzionali che trasfor- 
mano gli RNA primari in RNA maturi sono riassun- 
te nella Fig. 18.12. 


MODIFICAZIONI POST- 
SINTETICHE DEGLI RNA 
RIBOSOMIALE E DI TRASPORTO 


La biosintesi dell’rRNA avviene nel nucleolo. Il 
DNA (circolare) di questo organulo possiede infatti 
da 100 a 1000 geni identici implicati nella biosinte- 
si della maggior parte dell’rRNA. Questi geni, se- 
parati da brevi segmenti di DNA (DNA distanziato- 
re, 0 ‘“spacer’’) che non vengono trascritti, sono let- 
ti tutti nella medesima direzione ad opera della RNA 
polimerasi I con produzione, per ciascuno di essi, di 
uno stesso tipo di RNA primario. Questo rRNA, no- 
to come rRNA 45$, è lungo circa 13.000 nucleoti- 
di. Prima di lasciare il nucleolo le molecole di 
rRNA 455 vengono metilate, a livello di alcune ba- 
si, ad opera di una metil-transferasi e intervento 
della S-adenosilmetionina e scisse, ad opera di en- 
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Figura 18.11 Modificazioni post-trascrizionali 
dell'RNA all'estremità 3’ 


A, Aggancio del complesso enzimatico endonucleasi-po- 
liadenilato polimerasi all’RNA in corrispondenza della se- 
quenza segnale (5’)AAUAAA(3); B, rottura dell'RNA all’e- 
stremità 3’ operata dalla endonucleasi; C, aggiunta del- 
la coda poliadenilica ad opera della poliadenilato poli- 
merasi. 


donucleasi, in modo che ciascuna di esse dia origi- 
ne ad una molecola dell’RNA 285, ad una 
dell'RNA 18S e ad una dell’rRNA 5,8S che si ritro- 
vano nel ribosoma (Fig. 18.13). Il fatto che questi 
tre differenti rRNA derivino dalla stessa molecola 
trascritta inizialmente fa sì che essi siano prodotti in 
quantità uguali. Altri geni, non presenti nel DNA 
circolare del nucleolo, codificano per I'RNA 5S 
presente nella subunità maggiore dei ribosomi (l’u- 
nico rRNA che è trascritto separatamente). 

Le cellule eucariote, che possiedono 40-50 
tRNA distinti, contengono copie multiple di molti 
dei geni codificanti per i tRNA. I tRNA maturi de- 
rivano da RNA primari precursori, a seguito di ri- 
mozione di introni, se presenti, e di distacco di se- 
quenze nucleotidiche dalle estremità sia 5° sia 3° 
(Fig. 18.14), operato da endonucleasi. L’endo- 
nucleasi che stacca la porzione all’estremità 5’ è 
detta ribonucleasi P e quella che lavora sull’estre- 
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Figura 18.12 Quadro schematico complessivo delle modificazioni post-sintetiche che trasformano 


I'FRNA primario in RNA maturo 


Come esempio è illustrato il processo di trascrizione del gene dell'ovoalbumina. Gli introni sono indicati con lettere 
maiuscole, gli esoni con numeri. La RNA polimerasi Il trascrive oltre il sito di rottura e successiva poliadenilazione al 


l’'estremita 3’ (questo tratto di RNA è detto “RNA extra”). 
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Figura 18.13 Schema del processo di maturazione dell'RNA ribosomale in cellule di mammifero 


mità 3’ ribonucleasi D. Va rimarcato che la ribonu- 
cleasi P è provvista di una componente essenziale 
ribonucleotidica e che questo RNA è di fatto capa- 
ce di catalizzare la reazione anche in assenza della 
componente proteica, in altre parole è un ribozima. 
In seguito viene aggiunto sull’estremità 3° il trinu- 
cleotide CCA(3’) con intervento di una £RNA nu- 
cleotidiltransferasi che inserisce in sequenza i tre 
nucleotidi (C, C, A) impiegando come donatori i ri- 
spettivi derivati trifosfati. E sul nucleotide adenili- 
co del terminale CCA-3° del tRNA che si aggancia 
l’amminoacido da trasferire. Infine, alcune basi del 
tRNA in posizione ben definita vengono modifica- 
te attraverso processi di metilazione, deaminazione, 
riduzione, etc. Alcune di queste basi modificate, 
con le corrispondenti sigle, sono riportate appresso: 


S O 
| (AN 
a I 
Ribosio Ribosio 
4-Tiouridina (T) Inosina 
Pal 
NH- CHr CH=C O 
id Hy gr y 
ai o 
Ribosio Ribosio 


Isopentenil adenosina (IA) Ribotimidina 


Ribosio 


1-Metilguanosina (MG) 


O O 
HN o Ribosio pa 
È Pe il 
NH 


Ribosio 


Pseudouridina (w) Diidrouridina (D) 


Significato funzionale dei processi 
di splicing 


Benché la maggior parte degli introni non sem- 
bra possedere una funzione specifica, sono sempre 
più numerose le prove che l’esistenza degli introni 
conferisca alla cellula una forte flessibilità genetica. 
Questa flessibilità è legata al fatto che differenti si- 
stemi di rottura-ricucitura dell’RNA possono dare 
origine a differenti mRNA e quindi a proteine diffe- 
renti a partire dallo stesso RNA primario. Va preci- 
sato che il cappuccio nucleotidico che si trova all’e- 
stremità 5’ di ogni mRNA, serve da segnale per l1- 
nizio della sintesi proteica. Di solito, anche se le 
molecole di mRNA hanno più di un codone di ini- 
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Figura 18.14 Schema del processo di maturazione del tRNA. “y” indica la pseudo-uridina e “m” le 


basi metilate 


zio e di arresto, nulla viene tradotto al di là del pri- 
mo codone di arresto che si trova a valle dell’estre- 
mo 5’, perché quando esso viene raggiunto sl pro- 
duce automaticamente il distacco dell’mRNA dal 
ribosoma (vedi oltre quando si tratterà della sintesi 
proteica). Per questo motivo un singolo RNA tra- 
scritto, quando è stato trasformato in mRNA, può 
codificare solo una proteina. D'altra parte, la stessa 
molecola trascritta, se il meccanismo di rielabora- 
zione dell'RNA tratta alcune delle sequenze codifi- 
canti come se fossero degli introni e le rimuove, 
può produrre nel nucleo vari RNA messaggeri dif- 
ferenti. A questo punto il “cappuccio” 5° può essere 
saldato all’inizio di tutta una serie di sequenze co- 
dificanti diverse e serve come segnale di inizio per 
la sintesi di numerose proteine differenti. 

Dal punto di vista medico va ricordato che un ti- 


po di P-talassemia, la malattia genetica nella quale 
il genoma della globina della emoglobina è grave- 
mente sottoespresso, sembra derivare dalla modifi- 
cazione di un nucleotide in corrispondenza della 
saldatura in un introne-esone che precluderebbe la 
rimozione dell’introne, compromettendo la capaci- 
tà di espressione proteica dell’esone limitrofo. 


DEGRADAZIONE DEGLI ACIDI 
RIBONUCLEICI 


Gli RNA vengono degradati nelle cellule da ,/- 
bonucleasi lisosomali con formazione finale dei 
singoli nucleotidi. Particolare rilevanza assume il 
processo di degradazione degli mRNA. Infatti, la 
concentrazione e la durata degli RNA hanno imme 
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diati fondamentali effetti sulla quantità delle corri- 
spondenti proteine prodotte. Pertanto biosintesi e 
degradazione degli mRNA sono finemente regolati 
e bilanciati in modo che I'mRNA venga prodotto al 
momento giusto, nella quantità richiesta e con dura- 
ta controllata. 

Varie ribonucleasi, a sede citoplasmatica, agi- 
scono pure sugli mRNA. Particolare rilevanza ha 
uno 3 -5 'esoribonucleasi che staccano i nucleotidi 
dall’estremità 3°, dando così inizio all’intero pro- 
cesso degradativo. Tra queste esoribonucleasi, la 
nucleasi de-adenilante (DAN,de-adenylating nu- 
clease) rimuove resti terminali adenilici, e la ribo- 
nucleasi poli A specifica (PARN, poly A specific ri- 
bonucleasi), attacca la coda poliadenilata, staccan- 
do uno dopo l’altro i resti adenilici. Una endonu- 
cleasi specifica può invece staccare l’intero “cap” 
AAA in un’unica reazione. La rimozione del “cap” 
AAA blocca, innanzitutto, la possibilità che 
l’mRNA venga tradotto. Inoltre facilita la completa 
idrolisi dell’mRNA da parte di altre esoribonuclea- 
si. È quindi un processo cruciale e, come tale, sot- 
toposto a regolazione. La regolazione è operata da 
proteine che si associano a sequenze nucleotidiche 
specifiche situate nell’UTR 3’ dell’mRNA: in pre- 
senza di sequenze ricche di adenina (A) e uracile 
(U) (ARE, AU-rich-element) le proteine regolatorie 
esercitano azione facilitante la degradazione 
(MRNA avita breve); in presenza di sequenze ric- 


miRNA 


che di citosina (C) (CREC, C-rich element) le pro- 
teine regolatorie hanno invece effetto inibente la 
degradazione (MRNA a lunga vita). 

Nei batteri un ruolo nella degradazione degli 
RNA può essere svolto dalla polinucleotide fosfori- 
lasi, enzima che catalizza la reazione: 


(NMP)n NMP is (NMP)n + 4 + Pi 
ribopoli- t difosf- 
nucleotide nucleotide 


La reazione è reversibile e può essere spinta nel 
senso della degradazione fosforolitica del ribopoli- 
nucleotide da elevate concentrazioni di Pi. La de- 
gradazione degli RNA attraverso questa via porte- 
rebbe ad ottenere un fosfato altamente energetico (a 
carico del difosfonucleotide) per ogni legame fosfo- 
diestereo scisso. 


METABOLISMO DEI PICCOLI RNA 
mi-RNA 


Il processo di biosintesi dei mi-RNA ha inizio 
nel nucleo e si completa nel citoplasma. Nel nucleo 
avviene la formazione del pri-mi-RNA, una moleco- 
la di RNA di diversa lunghezza con un “cap” all’'e- 
stremità 5’ (Gppp, metilato in 7’) e una coda poliA 
all’estremità 3’. Questo trascritto, operato dalla 
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Figura 18.15 Rappresentazione schematica di un RNA policistronico progenitore di differenti mi 


RNA 


Le porzioni che diventeranno miRNA sono indicate in colore rosso 


RNA polimerasi II sullo stampo di DNA non codi- 
ficanti proteine, o di introni, può essere mono 0 po- 
licistronico e generare un unico o svariati mi-RNA 
(vedi Fig. 18.15). Il pri-miRNA viene idrolizzato da 
parte di un complesso costituito dalla ribonucleasi 
II “Drosha”, di 130-160 kDa, e dal fattore DGCR8 
(prodotto dal gene “Di George syndrome critical re- 
gion gene ; gene deleto nella sindrome di Di 
George), dando origine al pre-miRNA, una struttu- 
ra a forcina contenente 70-100 nucleotidi (Fig. 18. 


"iii 
Frammenti RNA 








Degradazione mRNA 

stimolata 
Blocco partecipazione 
ni MRNA alla biosintesi 


Metabolismo dei piccoli RNA ® 477 


16). Il fattore DGCR8 consente alla Drosha di lega 
re il substrato ribonucleotidico. Nel caso di pri- 
miRNA policistronici si giunge alla formazione di 
più pre-miRNA. Il pre-miRNA si aggancia a sua 
volta ad una proteina di trasporto, /’esportina-5, e 
viene trasportato fuori dal nucleo attraverso un ca- 
nale della membrana nucleare, con intervento di un 
fattore, Ran GTP, che favorisce tale passaggio. Nel 
citoplasma il pre-miRNA viene attaccato da una se- 
conda ribonucleasi III, “Dicer”, di 200 kDa, asso- 


Figura 18.16 Rappresenta- 
zione schematica del processo 
di biosintesi dei miRNA 


DROSHA: una forma di ribonucleasi 
Ill; DGCR8: "Di George syndrome 
critical region gene-8"; Exp: esporti- 
na-5; RNA-GTP: fattore di trasporto 
attraverso il canale della membrana 


nucleare; DICER: una forma di ribo- 
nucleasi III; TRBP: "TAR RNA-binding 


miRNA protein"; E: RNA elicasi; AGO: pro- 
DUPLEX proteica teine della famiglia Argonauta; 
miRISC: "miRNA induced  silencing 

(0) mena complex", la forma funzionalmente 

(60) mena, attiva del miRNA. La parte in colore 


> _ o _° T—_ o Frammenti RNA 


rosso dell'RNA corrisponde al miRNA 
contenuto nei progenitori e nel 


MIRISC. 


478 ® Metabolismo degli acidi ribonucleici 


ciata ad un fattore TRBP, che rimuove il cappio del- 
la forcina e produce un precursore a doppio fila- 
mento (miRNA duplex). I due filamenti vengono poi 
separati da una RNA elicasi , che fa parte del com- 
plesso Dicer TRBP, con intervento di ATP come do- 
natore di energia : uno dei due filamenti (chiamato 
filamento passeggero o miRNA*) viene idrolizzato 
dalla ribonucleasi, e l’altro (filamento guida) è il 
miRNA maturo, contenente 21-23 nucleotidi. Il 
miRNA maturo viene incorporato in un complesso 
ribonucleoproteico (RNP) che è responsabile del 
“silenziamento”, denominato miRISC (miRNA in- 
duced silencing complex). Componenti chiave di 
questo complesso sono le proteine della famiglia 
Argonauta (AGO). È all’interno di questo comples- 
so che il miRNA svolge il proprio ruolo chiave nel 
silenziamento dell’espressione genica. Sono stati 
descritti miRNA, spesso originati da pri-miRNA di 
piccolo peso molecolare provenienti da introni, che 
non abbisognano dell’azione degradatoria del com- 
plesso contenente Drosha. Alcuni di questi miRNA 
sono denominati “mirtrons”. 

La biogenesi dei miRNA è un processo sottopo- 
sto a regolazione, anche se i meccanismi sottesi s0- 
no ancora da chiarire. La regolazione è operata a li- 
vello trascrizionale (formazione di pri-miRNA), 
post.trascrizionale (formazione di pre-miRNA e 
miRNA) e a livello del turnover dei miRNA. 


siRNA 


I progenitori dei siRNA sono frammenti di RNA 
a doppio filamento (dsRNA) endogeni, oppure ori- 
ginati da RNA esogeni (o prodotti dalle cellule a 
partire da DNA esogeni), che si trovano nel citopla- 
sma. Essi sono attaccati dalla ribonucleasi Dicer 
con formazione di composti più piccoli, sempre a 
doppio filamento. I due filamenti vengono separati 
dalla RNA elicasi e il filamento di 21-23 nucleotidi 
proprio del siRNA incorporato nel complesso RISC 
che ne consente l’esercizio funzionale. 


piRNA 


I piRNA sono, tra i piccoli RNA, quelli di mag- 
gior lunghezza (anche 29-30 nucleotidi). Essi sono 
caratteristici delle cellule germinali e caratterizzati 
dalla presenza di 2°-O-metilazione al terminale 3°. 
I precursori dei piRNA si formano nel nucleo a par- 
tire da lunghi trascritti a singolo filamento di e/e- 
menti intergenici ripetitivi, trasposoni e geni di clu- 
ster di piRNA. Essi vengono frammentati per opera 


di ribonucleasi nucleari diverse da Drosha e 1 fram- 
menti esportati nel citoplasma. Qui essi si combina- 
no con proteine ad azione ribonucleasica del grup- 
po Argonauta, (Piwi, AUG (Aubergine), AGO 3, 
HIL e HIW) e trasformati nei pi-RNA maturi. 
Sempre in sede citoplasmatica sono poi sottoposti 
alla metilazione in 2° del terminale 3° con interven- 
to di una metil-transferasi e di S-adenosilmetionina. 


INTERFERENZA GENICA MEDIATA 
DA PICCOLI RNA (RNAI) 


I piccoli RNA, miRNA, e siRNA, formatisi al- 
l’interno dei complessi RISC sono esposti in modo 
tale da consentire l’interazione con I’mRNA. 
L’interazione consiste nell’appaiamento di una se- 
rie di basi dei piccoli RNA con le basi complemen- 
tari del mRNA. Se l’appaiamento è sufficientemen- 
te ampio (nel caso dei miRNA è la sequenza “seme” 
di 7-8 basi al terminale 5 a renderlo efficace) 
IrMRNA è idrolizzato dalle endoribonucleasi del 
complesso RISC e quindi scompare. Qualora l’ap- 
palamento non sia sufficientemente ampio, ma co- 
munque tale da trattenere I'mRNA nel complesso, 
lo stesso mRNA è impossibilitato a partecipare al 
processo di “traduzione” di una proteina. In entram- 
bi i casi, pertanto, si ha impedimento (“interferen- 
za”) alla biosintesi della proteina di cui il mRNA 
era lo stampo. L’interferenza costituisce quindi un 
momento regolatorio cruciale nell’espressione ge- 
nica.Anche altri piccoli RNA, quali i piRNA, parte- 
cipano a questo evento. Agli studiosi A. Fire e C. 
Mello che per primi descrissero questo importante 
evento biologico, venne attribuito il premio Nobel 
per la Medicina nel 2006. 

Non stupisce pertanto che sia stata abbondante- 
mente provata l’implicazione, particolarmente dei 
mIRNA, in fenomeni fondamentali della biologia 
cellulare, quali la proliferazione, il ciclo cellulare, 
l’apoptosi, e il differenziamento, e sia emerso chia- 
ramente il ruolo regolatorio esercitato dai piccoli 
RNA nella funzione delle cellule staminali sia em- 
brionali che adulte. Un esempio dei molteplici 
miRNA operanti in un processo differenziativo, 
quale quello dell’emopoiesi, a partire dalle corri- 
spondenti cellule staminali, è riportato nella Fig. 
18.17. In campo umano sono stati descritti oltre 700 
miRNA, specifici per i diversi tessuti, presenti nel 
sangue circolante, e coinvolti nella patogenesi di 
numerose malattie e nei tumori. La loro importanza 
in ambito diagnostico e in quello del possibile svi- 
luppo di nuove strategie terapeutiche è della massi- 
ma rilevanza. 
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Figura 18.17 Ruolo regolatorio dei miRNA (miR) nel processo dell'emopoiesi 





Nel corso del processo le cellule staminali totipotenti (a lungo termine successivamente a breve termine) danno ori- 
gine ai progenitori multipotenti che poi differenziano in progenitori linfoidi comuni e progenitori mieloidi comuni. | 
progenitori linfoidi comuni originano: i pro-linfociti T, da cui i linfociti T; i pro-linfociti B, da cui i linfociti B; le pro-cel- 
lule "killer", da cui le cellule "killer", e, direttamente, le cellule dendritiche. | progenitori mieloidi comuni si differenzia- 
no in: progenitori granulocitico-megacariocitico, da cui originano i granulociti e i monocitij; progenitori megacario- 
citico-eritroidi da cui originano i pro-megacariociti generatori delle piastrine e i progenitori eritroidi da cui gli eritro- 
citi. L'azione dei miRNA sul processo può essere di tipo positivo (+) o negativo (-). Pro-T : pro-linfociti T; Pro-B : pro- 
linfociti Bj Pro-cK: pro-cellule "killer'o "natural killer"; GMP: progenitore granulocitico-megacariocitico; MEP: progeni- 
tore megacariocitico-eritroide; MkP: progenitore dei megacariociti; ErP: progenitore degli eritrociti. 
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! BIOSINTESI DELLE PROTEINE 





La biosintesi proteica è il processo che traduce fedelmente nella sequenza specifi- 
ca degli amminoacidi delle proteine l’ordine delle basi dei corrispondenti geni del 
DNA nucleare. Mediatori di questo processo di traduzione sono gli mRNA. Pertanto 
sintesi degli mRNA (trascrizione) e sintesi delle proteine (7raduzione) sono due pro- 
cessi consecutivi: 


trascrizione traduzione 


DNA —_>- mRNA —_ proteina 
481 
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Il processo della sintesi proteica, che è denomi- 
nato traduzione (translation), in quanto implica la 
traduzione del linguaggio a 4 lettere (le 4 basi costi- 
tuenti gli acidi nucleici) in quello a 20 lettere (i 20 
amminoacidi proteici), è scomponibile nelle se- 
guenti fasi: 

1) Attivazione degli amminoacidi e loro trasferi- 
mento sui relativi tRNA. 

2) Allineamento degli amminoacil-tRNA sul 
mRNA in corrispondenza dei ribosomi. 

3) Formazione dei legami carboammidici fra 
amminoacidi. 

4) Termine della sintesi e rilascio della proteina 
neoformata dai ribosomi. 


Attivazione degli amminoacidi e 
loro trasferimento sui relativi tRNA 


Sintesi degli amminoacil-tRNA. Ogni ammi- 
noacido destinato ad essere incorporato in una pro- 
teina trova nel citoplasma il corrispondente enzima 
attivante, la amminoacil-tRNA sintetasi, che cataliz- 
za, in presenza di Mg°', l’attivazione ATP dipen- 
dente: 


20 

È 

ia ic + 
NH; 


(P)-(P)-AMP 
amminoacido i ATP 


0 
y 
dei da + PPi 
NHo 
amminoacil-AMP —2Pi 


ed il successivo trasferimento dell’amminoacile 
sullo specifico tRNA: 


20 
‘À 
lap ni Ce AMP +tRNA 
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0 
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NH5 
amminoacil-tRNA 


Il processo è irreversibile, in quanto il pirofosfa- 
to (PPi), che si distacca dall’ATP nella prima rea- 
zione, viene irreversibilmente idrolizzato in fosfato 
inorganico (Pi) dalla potente pirofosfatasi presente 
nel citoplasma. Il processo è molto simile a quello 
di attivazione degli acidi grassi, con la differenza 
che gli amminoacidi attivati vengono trasferiti su 
specifici tRNA, mentre gli acidi grassi attivati ven- 
gono trasferiti sul comune accettore, il COA-SH. 

Ogni amminoacil-tRNA sintetasi è specifica sia 
per il relativo amminoacido, sia per il relativo 
IRNA. Ogni amminoacil-tRNA sintetasi possiede 
pertanto due principali siti di riconoscimento, uno 
per l’amminoacido ed uno per il tRNA. Il riconosci- 
mento del tRNA è fondato sull’identificazione di 
particolari porzioni (sequenze di basi) dislocate sul 
tRNA. Nel caso dell’alanil-tRNA sintetasi, la por- 
zione identificata è la coppia di basi G/U, in posi- 
zione rispettivamente 3 e 70 in corrispondenza del 
braccio dell’amminoacido del tRNA. 

Nell’ambito degli amminoacil-tRNA gli ammi- 
noacidi sono legati in corrispondenza dell’acido 
adenilico (A), il nucleotide 3’-terminale dei tRNA. 
Più precisamente l’amminoacile si esterifica, con il 
suo gruppo carbossilico attivato, all’OH-3° del ribo- 
sio dell’AMP terminale (Fig. 19.1). Questo legame 
estereo possiede una elevata energia libera stan- 
dard di idrolisi (G°’ = circa —-7 kcal/mole), e può 
quindi essere considerato un legame altamente 
energetico. Ciò è rilevante in quanto è questa ener- 
gia che consentirà (vedi in seguito) l'aggancio di un 
resto amminoacilico ad un altro durante la biosinte- 
si proteica. La modalità di formazione del legame 
estereo fra resto amminoacilico e OH-3” dell’adeni- 
lato terminale del tRNA può essere duplice: (a) tra- 
sferimento diretto dell’amminoacile dall’amminoa- 
cil--AMP all’OH-3° (processo catalizzato dall’ am- 
minoacil-tRNA sintetasi di classe I ); (b) inserimen- 
to dell’amminoacile dapprima sull’OH-2” e succes- 
sivo suo trasferimento, per transesterificazione, 


tRNA-Citidile —Citidile-O—-CHo 0 Adenina 





Figura 19.1 Legame estereo fra carbossile del- 
l'amminoacido e ossidrile in 3’ del ribosio del- 
l’adenilato terminale dei tRNA 


sull’OH-3’ (processo catalizzato dall’amminoacil- 
tRNA sintetasi di classe I). 

Ciascun tRNA lega un determinato amminoaci- 
do: così il tRNAA" lega l’alanina, il tRNAS la ci- 
steina ecc. Ciò farebbe ritenere l’esistenza di 20 
tRNA, uno per ogni amminoacido; ne esistono in 
realtà molti di più (60 circa in una cellula batterica 
ed ancor più in una cellula eucariote). Esistono 
quindi più tRNA capaci di legare lo stesso ammi- 
noacido: questi vengono denominati #RNA isoaccet- 
tori. Le amminoacil-tRNA sintetasi sono invece 20, 
come gli amminoacidi proteici, e ciascuna di esse è 
in grado di riconoscere tutti i tRNA isoaccettori di 
un singolo amminoacido. L’esattezza di questo pro- 
cesso di riconoscimento è essenziale per assicurare 
una biosintesi corretta della proteina. Per garantire 
la correttezza del riconoscimento, alcune amminoa- 
cil-tRNA sintetasi (in particolare quelle che devono 
discriminare amminoacidi simili, per esempio l’iso- 
leucina rispetto alla valina o viceversa), posseggo- 
no un secondo sito di riconoscimento dell’ammi- 
noacile che entra in funzione quando il legame fra 
resto amminoacilico e tRNA si è formato: qualora 
l’amminoacido non sia quello “giusto”, l'enzima 
idrolizza il legame, riconosce e posiziona l’ammi- 
noacido corretto, e lo salda al tRNA. Questa attivi- 
tà, analoga a quella riscontrata nella biosintesi del 
DNA, è chiamata tipo “correzione di bozze”. In ge- 
nerale, l'errore nella biosintesi proteica è di 1 su 10* 
amminoacidi incorporati, quindi molto basso, per 
quanto superiore a quello riscontrato nella duplica- 
zione del DNA. Legandosi agli specifici amminoa- 
cidi, i tRNA diventano “caricati”. Da ciò deriva la 
nomenclatura di questi eventi: ad esempio tRNA*U 
sta per il tRNA della leucina non ancora legato al- 
l’amminoacido e Leu-tRNA®® per il tRNA* lega- 
to alla leucina. 

E interessante notare che il reale “traduttore” dal 
codice a basi degli acidi nucleici al codice ad ammi- 
noacidi delle proteine, non è il tRNA, bensì la am- 
minoacil-tRNA-sintetasi. E infatti questo gruppo di 
enzimi l’unico che ha la capacità di riconoscere tut- 
ti i tRNA che specificano per un singolo amminoa- 
cido (indipendentemente dalla tripletta dell’antico- 
done). Tale riconoscimento avviene sulla base della 
struttura tridimensionale dei tRNA e viene definito 
codice operativo. Ancora una volta la struttura tridi- 
mensionale delle molecole gioca un ruolo centrale, 
agendo come “vocabolario” tra due lingue, una con 
codice a 4 lettere degli acidi nucleici ed una a 20 
lettere delle proteine. 


Funzione e struttura dei tRNA 


La funzione dei tRNA è quella di inserire 1 cor- 
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rispondenti amminoacidi sulla esatta posizione del 
mRNA, donde l’appropriato termine di “adattato. 
ri”. La loro struttura, che viene qui brevemente de- 
scritta, è particolarmente adatta a questa funzione. 
Costituiti da 75 a 90 ribonucleotidi, hanno una 
struttura bidimensionale assimilabile ad una foglia 
di trifoglio. Una loro peculiarità è l’elevato conte- 
nuto di basi atipiche (quali la ipoxantina, la pseu- 
douridina e basi metilate quali la metiladenina); la 
presenza di queste basi contribuisce a stabilizzare la 
conformazione tridimensionale dei tRNA; inoltre 1l 
carattere di idrofobicità conferito alle basi dalla me- 
tilazione facilita la interazione dei tRNA con la sin- 
tetasi e con le proteine ribosomali. 

L’estremità 5'’-terminale della catena polinu- 
cleotidica dei tRNA è costituita da un nucleotide 
guanilico, mentre la sequenza 3'-terminale, in cor- 
rispondenza della quale vengono inseriti gli ammi- 
noacidi, è in tutti i tRNA, C-C-A (Fig. 19.2). 

Per il 50% circa le basi costituenti sono appaia- 
te in modo complementare attraverso i tipici legami 
idrogeno della doppia elica. Le porzioni non ap- 
paiate della catena formano 3 aso/e (“loops”). Una, 
denominata 7\yC, per la sequenza caratteristica ti- 
midina-pseudouridina (psi)-citidina, ha il compito 
di legare i tRNA ai ribosomi, una seconda, denomi- 
nata DHU per la presenza del diidrouracile (DHU), 
ha il compito di legare i tRNA alla sintetasi. La ter- 
za asola contiene l’anticodone, cioè la tripletta di 
basi, capace di riconoscere nel mRNA il corrispon- 
dente codone, costituito da una tripletta di basi 
complementari (Fig. 19.2). 


Legame degli amminoacil-tRNA 
sul MRNA in corrispondenza dei 
ribosomi 


Appaiamento delle basi fra 
anticodone dei tRNA e codone dei 
mRNA 


Ogni amminoacil-tRNA si lega al mRNA per ap- 
paiamento antiparallelo delle basi dell’anticodone 
dei tRNA con quelle complementari dei codoni del 
mRNA. Se, per esempio, il codone per la leucina 
sul mRNA è 5°-UUG-3”, il corrispondente tRNA!©" 
deve avere come anticodone la tripletta comple 
mentare 3° -AAC-5°: 
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Figura 19.2 Caratteristiche comuni della struttura a trifoglio degli RNA transfer 
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Non è l’amminoacido inserito sul suo tRNA che 
viene riconosciuto dallo specifico codone del 
mRNA, ma solo ed esclusivamente l’anticodone. 
Questo principio è stato dimostrato nel seguente 
esperimento: il cisteinil-tRNAY è stato chimica- 
mente convertito in alanil-tRNA5, cioè in un ibri- 
do che trasporta la alanina pur contenendo l’antico- 
done della cisteina. Orbene questo ibrido, essendo 
riconosciuto dal codone specifico per la cisteina, 
porta l’alanina nella posizione che dovrebbe spetta- 
re alla cisteina. 

Come si può osservare dalla Tabella 19.I, ad 
ogni amminoacido, ad eccezione della metionina e 
del triptofano, corrisponde nel mRNA più di un co- 
done (fino a 6). Questa molteplicità di codoni per lo 
stesso amminoacido viene indicata con il termine di 
degenerazione, il che non significa né imperfezione 
né ambiguità nella lettura. E generalmente la terza 
base della tripletta del codone che, in virtù di una 
particolare “libertà sterica”, può non essere rigoro- 
samente complementare alla base corrispondente 
dell’anticodone del tRNA. Ad esempio la inosina 
(1) dell’anticodone del tRNAA" può appaiarsi con 
A, C ed U. Questo per il fatto che la ipoxantina, la 
base costituente il nucleotide inosina (I), forma con 
le basi complementari legami idrogeno particolar- 
mente labili. La terza base dei vari anticodoni, se 
pure non sempre, gode analogamente di analoga 
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“libertà sterica”. Similmente la guanosina (G) del 

l’anticodone del tRNA?®© può appaiarsi con U o con 
C. ecc. Questa relativa mancanza di specificità (in- 
dicata con il termine inglese “wobb/e”, che può es- 
sere tradotto con “imprecisione”), non pregiudica la 
corretta sequenza degli amminoacidi nella costi- 
tuenda proteina. Inoltre la labilità dei legami idro- 
geno della 3°? base conferisce ai tRNA una partico- 
lare rapidità di dissociazione dai corrispondenti co- 
doni del mRNA durante la sintesi proteica. In altre 
parole, nell’interazione codone-anticodone, le pri- 
me due coppie di basi, collegate dai legami più sta- 
bili caratteristici delle basi complementari, sono 
massimamente responsabili della specificità, men- 
tre la terza coppia, con legami più deboli, della fa- 
cilità di dissociazione. In questo modo sono garan- 
titi sia la precisione sia la rapidità del processo. 

Il processo vero e proprio della sintesi proteica, 
che si svolge in corrispondenza dei ribosomi, può 
essere suddiviso in tre fasi: inizio, allungamento e 
termine. 


I ribosomi 


I ribosomi sono la sede della sintesi proteica, 
nella quale esplicano molteplici compiti: accettano 
e sistemano il mRNA che codifica la proteina da 


Tabella 19.I 


Composizione delle triplette di nucleotidi che codificano gli amminoacidi presenti nei mRNA. La terza base di 
ciascuna tripletta di codice, in grassetto, ha un ruolo meno importante. La tripletta di codice AUG è anche per 
l'amminoacido di inizio. Le triplette UAA, UAG, UGA costituiscono i segnali di arresto della biosintesi del poli- 


peptide. 
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sintetizzare; mediante le specifiche peptidil transfe- 
rasi formano i legami carboammidici della catena 
polipeptidica ed infine, scorrendo lungo il mRNA, 
codone per codone, consentono ai tRNA, portanti 
gli specifici amminoacidi, di incasellarsi successi- 
vamente nella posizione esatta. Come è stato de- 
scritto nel Capitolo 6, tutti i ribosomi sono costitui- 
ti da due componenti a forma di pagnotta, uno gran- 
de il doppio circa dell’altro. 

Essendo stati fondamentalmente studiati me- 
diante ultracentrifugazione, i ribosomi vengono ca- 
ratterizzati dal coefficiente di sedimentazione “S” 
(Unità Svedberg), che è dipendente dalle dimensio- 
ni e dalla forma dei ribosomi e dalla densità del 
mezzo di sospensione. I ribosomi dei procarioti 
hanno un coefficiente di sedimentazione di 70 S e 
constano di due subunità di 30 S e 50 S rispettiva- 
mente, corrispondenti ad un PM rispettivamente di 
1 x 10° e 1,8 x 10°. I ribosomi degli eucarioti han- 
no un coefficiente di sedimentazione di 80 S e con- 
stano di due subunità di 40 S (PM = 1,4 x 10°) e 60 
S (PM =2,9 x 10°) rispettivamente. In tutti i riboso- 
mi le due subunità sono costituite da numerose pro- 
teine associate a rRNA. La subunità più piccola 
contiene un rRNA di 18S, la subunità più grossa tre 
rRNA, uno di 5 S, uno di 5,8 S e uno di 28 S. Gli 
rRNA costituiscono l’intelaiatura, entro la quale so- 
no sistemate le proteine. La funzione delle numero- 
se proteine ribosomiali non è nota: alcune di esse 
fanno parte del sistema enzimatico (peptidil-tran- 
sferasi) responsabile della formazione del legame 
carboamidico, altre sono necessarie per l’attacco 
del ribosoma al reticolo endoplasmico: queste ulti- 
me proteine sono state denominate ‘“riboforine”. 

Gli rRNA sono sintetizzati nel nucleolo e le pro- 
tene ribosomiali nel citoplasma, da dove diffondo- 
no nel nucleo per legarsi agli rRNA e formare i ri- 
bosomi. Questi lasciano il nucleo ed entrano nel ci- 
toplasma dove si possono legare al reticolo endo- 
plasmico. 


Formazione dei legami 
carboammidici fra amminoacidi 


Inizio della sintesi proteica. La sintesi delle pro- 
teine procede dall’amminoacido N-terminale verso 
quello C-terminale; a tale direzione corrisponde la 
direzione 5° + 3° del corrispondente mRNA. 

Nelle cellule dei mammiferi /a prima fase della 
sintesi proteica (fase di inizio) implica l’inserimen- 
to dell’amminoacil-tRNA iniziale (Met-tRNA/M®) 
sul codone iniziale del mRNA. Questo non coincide 
necessariamente con la tripletta terminale 5’, ma 
corrispondente alla tripletta AUG, caratteristica del 
codone iniziatore del mRNA, che è in genere loca- 
lizzato nella porzione del mRNA corrispondente al 


segmento N-terminale della proteina in via di for- 
mazione. Questa tripletta, specifica per la metioni- 
na, segnala l’inizio della sintesi della catena poli- 
peptidica. 

Si noti che la metionina verrà fissata anche su si- 
ti intermedi della sequenza peptidica dal Met- 
tRNAM®, che riconosce il codone AUG del MRNA 
per 1 siti intermedi, ma non riconosce, a differenza 
del Met-tRNA!M®, il codone AUG iniziatore. La 
metionina dispone quindi di due adattatori: uno per 
il sito iniziale, tRNA!/® (Ja sigla ‘“f° fa riferimento 
alla formilazione della metionina che ha luogo nei 
procarioti, microrganismi, mitocondri e cloroplasti) 
ed uno per i siti intermedi, tRNAM®, entrambi cari- 
cati con la metionina dalla stessa sintetasi. 

In questa fase di inizio il Met-tRNA!M° reagisce 
con il GTP ed alcuni fattori proteici eucariotici di 
inizio (eIF = eukarvyotic initiation factors) per for- 
mare un complesso terziario che si combina dappri- 
ma con la porzione ribosomale 40 S e poi con il 
mRNA (Fig. 19.3, a, b). Tra gli elF, uno, chiamato 
“cap binding protein” (CBPI), si lega alla porzione 
terminale CCA-3° del tRNA e facilita la formazione 
del complesso con I’mRNA e la porzione ribosoma- 
le 40 S. 

SI forma così il “complesso di inizio 40 S” e l’e- 
nergia richiesta per il suo assemblamento viene for- 
nita dalla idrolisi dell’ ATP in ADP e Pi. Il comples- 
so di inizio 40 S si combina poi con l’altra porzio- 
ne ribosomale 60 S e con un ulteriore elF (mentre si 
liberano quelli legatisi nella prima reazione) per 
formare il complesso definitivo, comprendente l’in- 
tero ribosoma 80 S, entro il quale rimane fissato il 
mRNA (Fig. 19.4, c). In questa tappa una molecola 
di GTP viene idrolizzata in GDP + Pi. 

Ciascun ribosoma accomoda nel suo interno due 
triplette del mRNA, ciascuna in un sito specifico: 
sito P (Peptidilico) e sito A (Amminoacilico). Il si- 
gnificato funzionale di questi due siti verrà chiarito 
nel prossimo paragrafo; basta notare ora che il co- 
done di inizio (AUG) e l’anticodone complementa- 
re (CAU), specifici del Met-tRNA!M®, vengono si- 
stemati nel sito P. 

Nei procarioti l’amminoacil-tRNA di inizio è il 
N-formilmetionina-tRNA, che si forma per trasferi- 
mento del formile dal Njo-formil-FHy sul met- 
tRNAr ad opera di una specifica transformilasi: 
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Figura 19.3 Processo di inizio della sintesi proteica 
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elF-2, elF-3, elF-4 = fattori proteici eucariotici d'inizio. Uno degli elF è necessario per l'inserimento dell’anticodone 
del {RNA sul codone del mRNA; elF-5 = fattore proteico necessario per l'associazione della subunità 60 S. 
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Figura 19.4 Allungamento di una catena polipeptidica 
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P = sito peptidilico; A = sito amminoacidico. 
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Il processo procede analogamente a quello de- 
scritto per le cellule eucariote, ma con differenti fat- 
tori proteici di inizio (denominati IF e non elF). 

Allungamento della catena polipeptidica. La 
prima tappa del processo di “allungamento” consi- 
ste nel legame del secondo amminoacil-tRNA (Ala- 
tRNAA!? nell’esempio della Fig. 19.4) sul successi- 
vo codone del mRNA, sistemato nel sito A del ribo- 
soma (Fig. 19.4 a). Questo legame richiede l’inter- 
vento di due fattori proteici di allungamento, chia- 
mati EFIed EF?2, nonché la idrolisi di una moleco- 
la di GTP in GDP e Pi. In effetti il secondo ammi- 
noacil-tRNA inizialmente si lega all’EF1;, mentre 
EF2 si lega al GTP, collettivamente formando il 
complesso amminoacil-tRNA-EF)-GTP-EF2, e 
quindi si trasferisce al sito A con concomitante idro- 
lisi del GTP a GDP. 

È interessante notare che la tossina difterica, un 
enzima secreto dall’agente eziologico della difterite 
Corinebacterium difteriae, è capace di catalizzare 
la ADP-ribosilazione del fattore EF2, con conse- 
guente blocco della fase di allungamento della sin- 
tesi proteica, condizione che può condurre alla mor- 
te del paziente. 

La metionina, già legata tramite il suo tRNAÎM©t 
sul sito P, viene trasferita dalla peptidil trasferasi 
sul gruppo amminico della alanina (Fig. 19.4 b). Si 
forma così il primo legame carboammidico fra 
gruppo carbossilico della metionina e gruppo am- 
minico della alanina. Il legame carboammidico si 
forma simultaneamente alla demolizione del lega- 
me estereo fra carbossile della metionina e gruppo 
3°-OH del ribosio terminale del suo tRNA. In altre 
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parole si rompe il legame Met-tRNA!M®! e contem- 
poraneamente si forma il peptide Met-Ala-tRNAA"?, 
Pertanto il gruppo -NH, della metionina rimane li- 
bero e costituisce, per il momento, il gruppo ammi- 
nico terminale della costituenda catena polipeptidi- 
ca. È interessante l’osservazione che in alcuni siste- 
mi cellulari l’attività peptidiltransferasica non è 
espressa da una proteina ma dal rRNA di 23 S, co- 
stituendo quindi uno degli esempi di azione di ‘i- 
bozimi”. Come gia riferito i ribozimi sono moleco- 
le di RNA dotate di proprietà catalitiche ed il loro 
nome deriva dalla similarità funzionale con la clas- 
se di catalizzatori proteici, gli enzimi. In questo ca- 
so specifico è stato dimostrato che nell’RNA 23S 
un atomo di azoto di un anello purinico funziona da 
base generale, strappando un protone dal gruppo 
amminico dell’amminoacil-tRNA nel sito A. 
Questo evento facilita l’attacco nucleofilo sul car- 
bonio carbonilico dell’ammino-acil-tRNA nel sito 
P, dando luogo alla formazione del legame peptidi- 
co. Dato che sovrintendono ad una funzione così 
basilare, non è un caso che le sequenze nucleotidi- 
che del sito catalitico del ribozima rRNA23S siano 
tra le piu’ conservate tra tutti gli acidi nucleici. 

Il dipeptide Met-Ala-tRNAA'* legato sul sito A 
del ribosoma viene quindi spostato sul sito P (Fig. 
19.4 d), spiazzando il tRNAfMet che viene così li- 
berato immodificato. Questa traslocazione richiede 
l’intervento della ras/ocasi o fattore proteico di al- 
lungamento EF2 e V’energia fornita dalla idrolisi di 
una nuova molecola di GTP. Nel sito A, ora vuoto, 
s1 sistema il terzo amminoacil-tRNA (Ser-tRNASe' 
nell'esempio della Fig. 19.4 d) e contemporanea- 
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Figura 19.5 Termine della sintesi proteica e distacco della catena polipeptidica 


RF = fattore proteico di rilascio. 





mente il ribosoma si sposta sul mRNA così che la 
successiva tripletta, relativa al Ser-tRNAS”, viene a 
trovarsi nel sito A. Il processo si ripete più volte fi- 
no al completamento della catena polipeptidica. 


Termine della sintesi e distacco della proteina. 
Il processo di allungamento si interrompe allorché 
nel sito A del ribosoma giunge lo specifico segnale 
di termine, rappresentato da una o più delle seguen- 
ti triplette (UA A, UAG e UGA), denominate codo- 
ni di termine o codoni non senso (Fig. 19.5 a). A 
questi codoni non può legarsi alcun amminoacil- 
tRNA, ma solo il fattore proteico di rilascio (RF) in- 
sieme con il GTP (Fig. 19.5 b). Dal sito P si distac- 
ca quindi la catena polipeptidica e contemporanea- 
mente dal sito A il fattore di rilascio, mentre la mo- 
lecola di GTP viene idrolizzata in GDP e Pi. 

Il fattore di rilascio induce infatti la peptidil 
transferasi ad idrolizzare il legame fra l’ultimo am- 
minoacido della catena polipeptidica ed il suo 
tRNA. In altre parole la catena polipeptidica non 
viene più trasferita, come prima, sul gruppo ammi- 
nico di un subentrante amminoacil-tRNA, ma su 
una molecola di acqua. 

A questo punto tutti i fattori che hanno preso 
parte al processo di sintesi proteica (MRNA, 1 vari 
fattori proteici e le due subunità ribosomali) vengo- 
no liberati (vedi Fig. 19.3 d) insieme con la neofor- 
mata catena polipeptidica ed il processo può ripren- 
dere dall’inizio. 

A rilascio avvenuto poche proteine conservano 
la metionina come amminoacido N-terminale. Per 
lo più una proteasi provvede a distaccare o la sola 
metionina od un peptide più o meno lungo che con- 
tiene la metionina all’estremità N-terminale. E per 
questo che la proteina finita è in genere una mole- 
cola ridotta rispetto al suo precursore. 

La sintesi proteica è un processo abbastanza ra- 
pido (2-6 legami carboammidici al secondo) anche 
se più lento di quello della sintesi dei relativi DNA 
e RNA. 


Richiesta energetica 


La biosintesi proteica è il più complesso dei 
meccanismi biosintetici, con partecipazione di più 
di 70 proteine ribosomali, una ventina di enzimi at- 
tivanti gli amminoacidi precursori, un’altra ventina 
di enzimi ausiliari e fattori di inizio, allungamento, 
termine e distacco dei polipeptidi nascenti, un cen- 
tinaio di altri enzimi addetti alle modificazioni post- 
sintetiche e all’avvio verso le sedi residenziali delle 
proteine neosintetizzate, e più di 40 differenti spe- 
cie di tRNA e rRNA. L'insieme di tutti questi com- 


Biosintesi delle proteine ® 489 


ponenti costituisce più del 35% del peso secco del. 
la cellula. Si è calcolato che circa il 90% di tutta |e- 
nergia chimica richiesta dalla cellula per sostenere i 
processi biosintetici è impiegata nella sintesi protei- 
ca. 

La ricapitolazione analitica della richiesta ener- 
getica è la seguente. Ciascuna tappa del processo di 
allungamento della catena polipeptidica richiede la 
idrolisi di 2 molecole di GTP in GDP e Pi. L'energia 
derivante da tale idrolisi è utilizzata per indurre le 
modificazioni di conformazione del sistema neces- 
sarie per la traslocazione del MRNA e dei tRNA nel 
ribosoma. La formazione del legame carboammidi- 
co è invece sostenuta dalla concomitante idrolisi del 
legame fra la catena peptidica in formazione ed il 
tRNA (vedi allungamento). Questo legame estereo, 
formatosi durante il processo di attivazione del- 
l’amminoacido, era costato la idrolisi di una mole- 
cola di ATP in AMP + PPI, cioè 2 + Pi. Pertanto la 
formazione di ogni legame peptidico richiede 4 + P: 
due da due molecole di GTP e due da una moleco- 
la di ATP. Una terza molecola di GTP viene idroliz- 
zata in GDP e Pi nella fase di inizio della sintesi 
proteica. 


RIBOSOMI LIBERI E RIBOSOMI 
LEGATI AL RETICOLO 
ENDOPLASMATICO. SISTEMA 
POLISOMALE 


I ribosomi possono essere presenti allo stato li- 
bero nel citoplasma (ribosomi liberi) o ancorati alla 
membrana del reticolo endoplasmatico (reticolo ru- 
goso). Nel caso dei ribosomi liberi la sintesi di una 
catena polipeptidica può implicare un unico riboso- 
ma (sistema monosomale) o più ribosomi (sistema 
polisomale). Il processo sopra descritto di biosinte- 
si proteica fa riferimento ad un sistema monosoma- 
le. 

In realtà se il messaggio è abbastanza lungo, 
man mano che la traduzione procede, intervengono 
altri ribosomi, che si adattano sullo stesso mRNA, 
ciascuno attuando la sintesi di una catena polipepti- 
dica (Fig. 19.6). 

L’insieme dei ribosomi che traducono in succes- 
sione un determinato mRNA viene denominato po- 
liribosoma o polisoma. Nell'ambito del polisoma i 
singoli ribosomi sono tenuti insieme dal mRNA; 
per azione della ribonucleasi i polisomi vengono 
poi risolti nei ribosomi costituenti. Più lungo è 1l 
mRNA, più elevato è il numero dei ribosomi del po- 
lisoma corrispondente. Per esempio, il polisoma 
che sintetizza una delle subunità globiniche della 
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Figura 19.6 Schema di un polisoma 


| ribosomi costituenti si muovono verso l'estremità 3’ del 
mRNA, ciascuno sintetizzando il suo polipeptide. 


emoglobina (145 residui di amminoacidi su un 
mRNA costituito da 500 nucleotidi) è composto da 
5 ribosomi. Il polisoma che sintetizza la catena 
maggiore della miosina (1800 residui di amminoa- 
cidi) è composto di 100 ribosomi circa. 

Dopo essere stato letto (o tradotto) un certo nu- 
mero di volte, il mRNA viene degradato enzimati- 
camente nei ribonucleotidi costituenti. 


MODIFICAZIONI 
POSTTRADUZIONALI DELLE 
PROTEINE 


Dopo la sintesi ribosomale quasi tutte le protei- 
ne subiscono delle modificazioni dette posttradu- 
zionali, ultimate le quali le proteine assumono le 
conformazioni che sono loro proprie e che ne deter- 
minano l’attività. Alcune delle modificazioni post- 
traduzionali contribuiscono, insieme con la sequen- 
za degli amminoacidi, a conferire alla proteina la 
propria specifica conformazione spaziale. Dato che 
l'informazione necessaria per l’attuazione delle 
modifiche post-traduzionali è insita nella sequenza 
stessa delle proteine (e nella loro struttura tridimen- 
sionale che da essa dipende), il principio di 
Anfinsen viene rispettato. Ricordiamo che secondo 
tale enunciato, la funzione completa delle proteine, 
Ivi comprese le modifiche post-traduzionali, dipen- 
de dalla loro struttura primaria. 

Le principali modificazioni postsintetiche (0 
post-traduzionali) sono: 


Distacco di uno 0 più amminoacidi N-termina- 
li. Questo distacco, catalizzato dalle amminopepti- 
dasi, interessa la metionina (o la formilmetionina) 
N-terminale, che ha iniziato il processo, ancor pri- 
ma del distacco della proteina dal ribosoma. Anche 
altri amminoacidi N-terminali possono essere di- 
staccati. In circa il 50% delle proteine il gruppo am- 
minico N-terminale finale è acetilato, ad opera di 
una N-acetiltransferasi, aumentando la loro emivi- 
ta. 


Distacco di sequenze amminoacidiche. 
Proteolisi limitata. In alcune proteine un segmento 
formato da 15-30 amminoacidi, posto all’estremità 
N-terminale, ha il ruolo di orientare la proteina ver- 
so la propria sede di residenza finale (vedi sotto). 
Esaudita la funzione, questi segmenti denominati 
sequenze-segnale, vengono staccati ad opera di 
peptidasi specifiche. Inoltre molte proteine, tra cui 
ormoni (come (insulina, paratormone, ormone 
adrenocorticotropo), o proteasi digestive (come 
tripsina, chimotripsina, pepsinogeno), o enzimi li- 
sosomali, ecc.) sono biosintetizzate come precurso- 
ri di più elevato peso molecolare. Questi precursori 
sono attaccati da enzimi proteolitici, di solito speci- 
fici, con formazione delle forme definitive, attive. 
Recentemente la proteolisi limitata è stata allargata 
a molti fattori ormonali paracrini od autocrini, co- 
me il fattore di crescita epatico o il fattore di necro- 
si tumorale @, sintetizzati come precursori con un 
dominio trans-membrana, e solo successivamente 
soggetti a proteolisi limitata, che determina la libe- 
razione del fattore attivo solubile. 

La porzione intracellulare di alcuni recettori di 
membrana, come il recettore per il fattore di cresci- 
ta dell’ epidermide (EGF), può essere “liberata” del 
suo legame alla membrana plasmatica mediante 
proteolisi limitata in seguito ad attivazione di speci- 
fiche proteasi finemente regolate, permettendo a 
queste porzioni citoplasmatiche addirittura una mi- 
grazione entro il nucleo e la successiva regolazione 
della trascrizione genica. 


Formazione di legami disolfuro per ossidazione 
di residui di cisteina. Gli esempi di questo tipo di 
modificazione sono moltissimi e vanno dalle protei- 
ne extracellulari a quelle intracellulari. 

L’ambiente extracellulare è generalmente ossi- 
dante e le proteine destinate all’ ambiente extracel- 
lulare, sintetizzate nel reticolo endoplasmico, an- 
ch’esso un ambiente fortemente ossidante, sono 
spesso previamente ossidate mediante formazione 
di molti ponti disolfuro direttamente nel reticolo 
endoplasmico. Esempi possono essere molti ormo- 
ni e citochine, nonché le immunoglobuline, sia di 
secrezione che di superficie. 

Viceversa l’ambiente intracellulare è fortemente 
riducente e le formazioni di disolfuri, sia intra che 
intermolecolari, sono indotte da transitori stimoli 
ossidativi associati alla segnalazione ormonale. 
Caratteristica elettiva della ossidazione delle protei- 
ne intracellulari è la reversibilità del fenomeno. 
Proteine sensibili alla ossidazione reversibile o re- 
golazione redox includono molte cinasi, fosfatasi, 
nonché molti fattori trascrizionali. 


Modificazioni di alcuni residui di amminoacidi. 
A sintesi proteica avvenuta, alcuni residui di ammi- 
noacidi possono subire modificazioni quali: a) 
idrossilazione (sui residui di prolina e lisina, ad es. il 
collagene) catalizzata da ossigenasi ; b) fosforilazio- 
ne (sui residui di serina, treonina o tirosina, ad es. la 
glicogeno-fosforilasi) operata da proteino-chinasi 
specifiche e rimosse da fosfatasi altrettanto specifi- 
che. Da notare che la fosforilazione è la modifica 
post-traduzionale piu’ comune e che ha anche frutta- 
to il premio Nobel a Edwin Krebs ed Edmond 
Fischer nel 1992; c) carbossilazione (residui di aci- 
do glutammico, ad es. la trombina); d) glicosilazio- 
ne con singole unità saccaridiche (sui residui di se- 
rina, treonina, idrossilisina). Una tipica forma di gli- 
cosilazione è l’attacco e il distacco, su residui di se- 
rina e treonina, di singoli resti di N-acetilglucosam- 
mina catalizzato rispettivamente da GIcNAc transfe- 
rasi e glicoidrolasi. Queste particolari glicosilazio- 
ni/deglicosilazioni possono avere lo stesso significa- 
to regolatorio delle fosforilazioni/defosforilazioni:; 
e) metilazione (su residui di lisina con formazione di 
trimetillisina; su residui di acido glutammico con 
formazione del metil-estere corrispondente); f) ace- 
tilazione, solitamente sul gruppo amminico dell’am- 
minoacido amminoterminale catalizzata da una ace- 
tilasi. Questo processo interessa particolarmente gli 
istoni che a seguito della acetilazione si distaccano 
dal DNA facilitandone la trascrizione. 
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Attacco di catene saccaridiche. A molte protei- 
ne, già durante la loro biosintesi o successivamente 
a questa, vengono attaccate sequenzialmente una o 
più unità saccaridiche con formazione di glicopro- 
teine (N-, o O-glicosilate a seconda che la glicosila- 
zione avvenga a livello della asparagina o della se- 
rina/treonina/idrossilisina), o proteoglicani. È inte- 
ressante notare che, mentre la O-glicosilazione è un 
evento del tutto post-traduzionale, la N-glicosila- 
zione avviene almeno in parte co-traduzionalmente 
a livello del reticolo endoplasmico. La porzione 
saccaridica può anche servire per orientare la pro- 
teina verso l’esterno della cellula, o entro la mem- 
brana plasmatica, o verso alcuni organelli subcellu- 
lari (quali i lisosomi). Per maggiori dettagli si veda 
il Capitolo “Metabolismo dei glicoconiugati”. 


ADP-ribosilazione. Alcune proteine, specie 
quelle nucleari, possono essere ADP-ribosilate, a li- 
vello di un gruppo carbossilico, a spese del NAD* e 
per l’azione di specifiche trasferasi. Si possono co- 
sì formare, come esposto nella Fig. 19.7, coniugati 
proteici poli-(ADPR) (1) o coniugati proteici mono- 
(ADPR) (2), che presentano proprietà funzionali di- 
verse da quelle delle proteine non ADP-ribosilate 
(esempio il fattore di allungamento EF2). 


Addizione di catene alifatiche (gruppi lipidici). 
Su particolari residui amminoacilici di alcune pro- 
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Figura 19.7 Formazione di coniugati proteici poli-ADPR e mono ADPR 
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teine vengono inserite catene alifatiche, quali grup- 
pi isoprenilici (farnesile, geranil-geranile) e acili a 
lunga catena (miristoile, palmitoile). Questi residui 
idrofobici possono servire, in taluni casi, ad ancora- 
re stabilmente le proteine a membrane intra- o peri- 
cellulari, nonché come nel caso della palmitoilazio- 
ne a specifiche strutture citoscheletriche ricche in 
proteine idrofobiche. Tra i gruppi isoprenilici (pro- 
dotti collaterali della via biosintetica del colestero- 
lo) che vengono inseriti sul gruppo -SH di una ci- 
steina con formazione di un legame tioestereo, il 
più frequente è il farnesile che partecipa alla reazio- 
ne come farnesilpirofosfato: 


Ron AAA 


Farnesile - pirofosfato 


Proteina 
-—SH PPI 
Proteina—-S-CH, Fe: 4 4 


La reazione è catalizzata da una farnesil-protei- 
na transferasi. Fra le proteine isoprenilate s1 anno- 
verano molte piccole GTP-asi, come Ras, o GTPasi 
trimeriche : alcuni ras-oncogeni e proto-oncogeni, 
le proteine G cui le ancore isopreniliche idrofobiche 
attribuiscono mobilità laterale entro il foglietto in- 
terno della membrana plasmatica, e le /amine, par- 
ticolari proteine nucleari, che costituiscono un reti- 
colato appoggiato alla membrana nucleare interna. 
L’acilazione di alcune proteine è presieduta da spe- 
ciali acil-transferasi che inseriscono un miristoile 0 
un palmitoile sul gruppo amminico N-terminale 
(spesso la glicina), o su resti interni di serina o treo- 
nina, o su un resto interno di cisteina. Infine anche 
l’attacco di ancore di glicosil-fosfatidil-inositolo, 
conferisce idrofobicità a molte proteine, tra cui 
molti ligandi per recettori ormonali. 


Attacco di gruppi prostetici. Alcune proteine, di 
solito enzimi, posseggono gruppi prostetici legati 
covalentemente a resti amminoacilici. Ne sono 
esempi il citocromo C e le carbossilasi-biotino di- 
pendenti. L'inserimento del gruppo prostetico av- 
viene quando la catena polipeptidica, lasciato il ri- 
bosoma, raggiunge la forma matura. 


INIBITORI DELLA BIOSINTESI 
PROTEICA 


Il più noto esempio di inibitori della sintesi pro- 
teica, è costituito dagli antibiotici. Il loro impiego in 
laboratorio ha consentito al biologo molecolare una 
più profonda conoscenza del meccanismo della sin- 


tesi proteica. Il loro impiego terapeutico nelle infe- 
zioni batteriche poggia sulla fortunata circostanza 
della loro capacità di reagire con i ribosomi dei pro- 
carioti, ma non con quelli degli eucarioti. 

Puromicina. La sua struttura è molto simile alla 
porzione terminale del tirosinil-tRNA. Per questa 
analogia il suo gruppo amminico, come quello del 
tirosinil-tRNA, forma un legame carboamidico con 
il gruppo carbossilico del peptide in accrescimento; 
ne deriva un peptide anomalo, avente la puromicina 
legata covalentemente all’estremità carbossilica. 
Questo peptide non si accresce più, ma si dissocia 
dal ribosoma, interrompendo la sintesi proteica. La 
puromicina non trova impiego terapeutico a causa 
della sua elevata tossicità. 

Cloramfenicolo. Inibisce la sintesi proteica, 
bloccando la peptidil traslocasi a livello dei riboso- 
mi 70-S (batterici), ma non dei ribosomi 80 S (eu- 
carioti). Trova indicazione nelle infezioni tifoidee, 
ma il suo uso va controllato in quanto può portare 
ad anemia ipoplasica. 

Streptomicina. La streptomicina inibisce la sin- 
tesi proteica legandosi alla subunità 30 S. Questo 
legame rende instabile il legame fra formilmetioni- 
na-tRNA!M e mRNA, facendo abortire il proces- 
SO. 

Tetracicline. Le tetracicline inibiscono l’allun- 
gamento della catena polipeptidica, bloccando l’in- 
gresso dell’amminoacil-tRNA nel sito A del riboso- 
ma. 

Cicloesimide. La cicloesimide blocca l’attività 
peptidil-transferasica dei ribosomi 80 S (ma non 
quelli 70 S, batterici o mitocondriali). 

Ricina. La ricina è una glicoproteina, altamen- 
te tossica, che inattiva la subunità di 60 S dei ribo- 
somi degli eucarioti. E un eterodimero di due sub- 
unità: la subunità A, enzima ad attività N-glicosida- 
sica, che rimuove l’adenina dall’rRNA (inattivan- 
dolo), e la subunità B, una lectina che serve per ag- 
ganciare la ricina alle superfici cellulari. Da notare 
che una singola molecola di ricina è in grado di 
inattivare 50,000 ribosomi. 

Tossina difterica. Prodotta dal Corynebacterium 
diphteriae, essa consente, dopo essersi legata alla 
membrana cellulare, l’ingresso nella cellula di una 
subunità enzimaticamente attiva. Questa catalizza 
la reazione di ADP-ribosilazione della traslocasi 
(fattore proteico di allungamento EF,): 


traslocasi + NAD+ 
(attiva) 
(tossina) 


ADPR-traslocasi + nicotinamide 
(inattiva) 


A seguito della ADP-ribosilazione l’attività del- 
la traslocasi risulta irreversibilmente inibita. In tal 
modo la tossina difterica, a differenza di altre tossi- 
ne, agisce cataliticamente e non stechiometrica- 
mente. Se ne spiega così la straordinaria potenza e 
la teorica deduzione che una sola molecola di tossi- 
na è in grado di uccidere una cellula. 

Interferoni. Gli interferoni sono glicoproteine 
prodotte da alcune cellule eucariotiche a seguito 
della esposizione ad infezione virale. L’azione anti- 
virale degli interferoni deriva sostanzialmente dalla 
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loro capacità di inibire la sintesi proteica promossa 
dai mRNA virali. Gli interferoni inducono infatti la 
produzione di una proteina chinasi, che catalizza la 
fosforilazione del fattore di inizio elF-2, inibendo- 
ne l’azione, e di una o/igoisoadenilato sintetasi, che 
produce un trinucleotide atipico, capace di attivare 
una ribonucleasi che demolisce sia gli rRNA che il 
mRNA. 

Le formule di struttura di alcuni antibiotici sono 
riportate nella Fig. 19.8. 
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Figura 19.8 Formule di struttura di alcuni antibiotici 


Si osservi l'analogia strutturale fra puromicina e tirosil-tRNA. 
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TRASPORTO DELLE PROTEINE ALLE 
SEDI DI RESIDENZA 


Le cellule degli eucarioti sono strutturate in 
compartimenti intracellulari e attraverso la mem- 
brana plasmatica sono in contatto con l’ambiente 
intercellulare. Ogni struttura cellulare ha il proprio 
corredo di proteine al cui rifornimento provvede 
l’apparato biosintetico ribosomale, libero o ancora- 
to al reticolo endoplasmatico. Da questo apparato le 
proteine devono essere avviate alle singole sedi di 
residenza (matrice e membrana dei differenti orga- 
nelli intracellulari, membrana plasmatica, spazio 
extracellulare): si tratta di un processo di indirizzo e 
trasporto selettivo (‘’‘sorting” e “targeting”). I mi- 
tocondri costituiscono una parziale eccezione a 
questo processo in quanto capaci di biosintetizzare 
in situ alcune delle proprie proteine (per quanto so- 
lo in piccolissima parte), sulla base delle informa- 
zioni fornite dal DNA mitocondriale. Va infine ri- 
cordato che nel corso dei processi di trasferimento 
delle proteine dalla sede di biosintesi alle sedi resi- 
denziali, vengono spesso coinvolte speciali protei- 
ne-guida dette “chaperons”. 

Le proteine del citosol, quelle destinate ai mito- 
condri, ai nuclei ed ai perossisomi, come pure alcu- 
ne proteine residenti nelle membrane plasmatiche e 
dell’apparato del Golgi, vengono sintetizzate sui ri- 
bosomi liberi (poliribosomi). Le proteine a destina- 
zione mitocondriale posseggono ciascuna una se- 
quenza-segnale all’estremità N-terminale, che è ri- 
conosciuta da opportune strutture molecolari simil- 
recettoriali collocate sulla membrana mitocondria- 
le. Queste proteine, denominate ‘“Trasportatore 
della Membrana Interna o TIM” e “Trasportatore 
della Membrana esterna o TOM” (dall’inglese 
Outer, esterna) permettono la penetrazione della 
proteina all’interno del mitosol, o la sua incorpora- 
zione nella membrana mitocondriale. Il passaggio 
successivo prevede la rimozione della sequenza-se- 
gnale, per proteolisi selettiva catalizzata da una 
peptidasi specifica (per maggiori dettagli vedi i 
Capitoli “Bioenergetica mitocondriale” e “Biochi- 
mica delle malattie mitocondriali”). 

E interessante notare come le proteine destinate 
al mitocondrio, ma di origine extramitocondriale, 
siano trasportate al mitocondrio prima della acqui- 
sizione definitiva della loro struttura tridimensiona- 
le e che l’acquisizione del loro folding definitivo 
(vedi paragrafo successivo) sia prevenuto dalla in- 
terazione con specifiche proteine, dette “Heat 
Shock Proteins o Hsp”. La protezione da parte del- 
le Hsp della proteina a localizzazione mitocondria- 
le permette così che essa possa passare attraverso il 
doppio poro TOM/TIM delle due membrane mito- 
condriali, prima di acquisire definitiva struttura tri- 


dimensionale nel mitosol ad opera di specifiche 
chaperonine mitocondriali. 

Le proteine destinate ai lisosomi e all’esporta- 
zione (proteine di secrezione) e la maggior parte 
delle proteine delle membrane plasmatiche, del re- 
ticolo e dell’apparato del Golgi sono invece biosin- 
tetizzate a livello dei ribosomi legati al reticolo en- 
doplasmatico. Anche queste proteine contengono 
una sequenza-segnale N-terminale (15-30 ammi- 
noacidi) ricca di amminoacidi a resto idrofobico. La 
biosintesi di queste proteine ha inizio su ribosomi 
liberi (Fig. 19.9). Quando la sequenza-segnale è 
biosintetizzata e protrude dal ribosoma, essa intera- 
gisce con una particella a forma di bastoncino, chia- 
mata “particella di riconoscimento del segnale” 
(SRP), costituita da un RNA di 7 S (contenente cir- 
ca 300 nucleotidi) e da sei differenti proteine, con 
PM complessivo di 325.000. L’interazione arresta il 
processo di allungamento del polipeptide, bloccan- 
do da una parte l’ingresso dell’amminoacil-tRNA 
nel ribosoma attivo e, dall’altra, l’azione della pep- 
tidil-transferasi. Il complesso SRP-ribosoma con il 
polipeptide nascente si dirige verso il recettore SRP 
situato sulla faccia citosolica della membrana del 
reticolo endoplasmatico in vicinanza di un recettore 
del ribosoma. Avvenuto il contatto, la sequenza-se- 
gnale del polipeptide nascente si inserisce nel reti- 
colo attraverso un apposito “poro”: il ribosoma ri- 
mane ancorato alla membrana reticolare, 1’ SRP si 
libera e viene riciclato, e la biosintesi del polipepti- 
de riprende. Tutto ciò richiede energia, messa a di- 
sposizione dalla rottura del GTP a GDP. 
Successivamente la sequenza-segnale viene idroliz- 
zata da una peptidasi specifica, situata sulla faccia 
luminare della membrana reticolare, e la biosintesi 
del polipeptide è portata a termine. 

Qualora il polipeptide sia destinato alla esporta- 
zione 0 ai lisosomi, esso è completamente libero 
nella matrice del reticolo; qualora sia destinato alla 
membrana plasmatica il segmento idrofobico tran- 
smembrana rimane inserito nella stessa membrana 
reticolare. 

Tra 1 processi di trasferimento delle proteine bio- 
sintetizzate a livello dei ribosomi legati al reticolo 
endoplasmatico, quello meglio noto riguarda le pro- 
teine enzimatiche lisosomali. Quasi tutti questi enzi- 
mi sono N-glicoproteine contenenti mannosio (per 
la loro biosintesi si veda il Capitolo “Biosintesi dei 
glicoconiugati”). Il processo biosintetico si svolge 
nel reticolo endoplasmatico. La fuoruscita dal reti- 
colo endoplasmatico dei precursori degli enzimi li- 
sosomali implica l’interazione con un recettore del- 
la membrana reticolare che riconosce il mannosio 
fosforilato in C6. La fosforilazione di alcuni resti di 
mannosio (Fig. 19.10) avviene in due tappe. Nella 
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Figura 19.10 Fosforilazione sul C6 del mannosio del pre-enzima lisosomale, necessaria per l’inte- 
razione con il recettore e la successiva fuoruscita dal reticolo endoplasmatico 
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prima tappa un resto di a-N-acetilglucosammina-1- 
fosfato viene trasferito dall’UDP-GIcNAc sul C6 
del mannosio ad opera di una a-N-acetilglucosam- 
mina-1-fosfotransferasi con formazione di un ponte 
fosfodiestereo. 

Successivamente, un secondo enzima, l’o-N- 
acetilglucosamminidasi stacca l’N-acetilglucosam- 
mina terminale con produzione del pre-enzima liso- 
somale portante resti di mannosio fosforilato in C-6. 

I residui di mannosio-6-fosfato sono il segnale 
molecolare che destina queste proteine ai lisosomi. 
Infatti il recettore specifico inserito nella membrana 
reticolare interagendo con il mannosio-6-fosfato 
forma il complesso recettore-pre-enzima lisosomale 
attorno al quale si costituisce un aggregato multimo- 
lecolare, clatrino-dipendente, che innesca il proces- 
so di gemmazione e di distacco dalla membrana re- 
ticolare di una vescicola contenente il complesso. 
Sulla membrana di questa vescicola è presente una 
pompa protonica che, entrata in azione, acidifica 
l’ambiente intravescicolare. Ciò da un lato facilita la 
dissociazione del complesso recettore-pre-enzima 
lisosomale e, dall’altro, consente alle fosfatasi (a pH 
ottimale acido) contenute nella stessa vescicola, di 
staccare il fosfato dal mannosio-6-fosfato, ripristi- 
nando la struttura originale del pre-enzima lisoso- 
male. Il recettore del mannosio-6-fosfato viene 
espulso dalla vescicola e riciclato nell’apparato reti- 
colare. La vescicola va incontro ad un processo di 
maturazione e si trasforma in lisosoma primario. 
Tale processo contempla: (a) la rimozione di un seg- 
mento polipeptidico all’estremità C-terminale dei 
pre-enzimi lisosomali (che diventano così piena- 
mente attivi); (b) l’assunzione di glicoproteine di 
membrana ricche in acido sialico, con la porzione 
glicidica rivolta verso il lume vescicolare (glicocali- 
ce lisosomale); e (c) l’incorporazione di proteine che 
proteggono gli enzimi lisosomali da insulti degrada- 
tivi. Il lisosoma primario, fondendosi con endosomi 
o altri organuli intracellulari, diventa /isosoma se- 
condario ed esercita la propria funzione. 

La migrazione nucleare delle proteine differisce 
dagli altri tipi di migrazione per due motivi princi- 
pali: per prima cosa le proteine acquisiscono un 
completo e definitivo “folding” prima della loro mi- 
grazione nucleare e questo comporta che i pori nu- 
cleari debbano essere molto più ampi di quelli mi- 
tocondriali. In secondo luogo le Sequenze di 
Localizzazione Nucleare (NLS) non vengono mai 
rimosse dalle proteine, al contrario delle sequenze 
di localizzazione reticolare o mitocondriale. In ag- 
giunta è necessario considerare che la localizzazio- 
ne nucleare è reversibile ed una proteina può espor- 
re transitoriamente la NLS ed entrare nel nucleo e, 
successivamente ad un cambio conformazionale re- 
golato, esporre una Sequenza di Esporto Nucleare 0 


ELS e uscire nuovamente del nucleo. Solitamente le 
proteine che entrano od escono dal nucleo sono re- 
golatori della trascrizione genica ed interagiscono 
con fattori trascrizionali di vario genere. Il traspor- 
to nucleare prevede il legame con una proteina re- 
golatrice dimerica detta importina. La NLS di una 
proteina diretta al nucleo lega prima la subunità & 
della importina e successivamente si forma un com- 
plesso con la subunità B che permette l’ingresso nel 
nucleo dell’intero complesso proteina/importina dal 
poro nucleare. La traslocazione è mediata dalla pic- 
cola GTPasi Ran e necessita quindi di energia sot- 
to forma di GTP. Il passaggio finale è la dissocia- 
zione del complesso all’interno del nucleo e la fuo- 
riuscita delle subunità della importina per esposi- 
zione di ELS. 

Va infine messo in evidenza che nel corso dei 
processi di trasferimento delle proteine dalla sede di 
biosintesi alle sedi residenziali, vengono spesso co- 
involte speciali proteine-guida dette “chaperons ”. 


ASSUNZIONE DELLA 
CONFORMAZIONE ATTIVA DA 
PARTE DELLE PROTEINE 


Per svolgere correttamente le loro funzioni le ca- 
tene polipeptidiche devono essere strutturate nella 
cosiddetta conformazione nativa. Quest'ultima è 
quella struttura tridimensionale stabile e funzionale, 
caratterizzata da un minimo di energia potenziale e 
da quella particolare conformazione, unica, che 
consente alla proteina di svolgere adeguatamente la 
funzione a cui è deputata. Il processo che dalla bio- 
sintesi del peptide porta alla proteina strutturata nel- 
la forma nativa, biologicamente attiva, prende il no- 
me di “folding”. 

E assodato che le proteine, particolarmente quel- 
le globulari, svolgono la loro azione in virtù della 
conformazione che assumono nell’ambiente cellu- 
lare in cui operano. E pure accertato che lo stato 
conformazionale delle proteine (struttura seconda- 
ria, terziaria e quaternaria) deriva, in ultima analisi, 
dalla composizione e sequenza degli amminoacidi 
costituenti (struttura primaria), e quindi è raggiun- 
gibile “spontaneamente”. Tuttavia il raggiungi- 
mento spontaneo della conformazione finale può ri- 
chiedere tempi anche lunghi. Esistono anche stati 
intermedi parzialmente strutturati, particolarmente 
instabili rispetto alle due conformazioni limite /0/- 
ded-unfolded. Agli inizi degli anni ’80 è stata osser- 
vata la struttura secondaria di questi intermedi, in 
grado di formare un nucleo abbastanza compatto, 
ma privo ancora di interazioni terziarie. Lo stato fi- 
sico in cui si trovano simili intermedi è definito 
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“molten globule”, che significa “globulo fuso” e 
che rappresenta lo stato immediatamente preceden- 
te alla conformazione nativa. 

Inoltre, l’ambiente in cui viene a trovarsi la pro- 
teina ‘‘nascente’” potrebbe contenere sostanze che, 
interagendo con la proteina stessa, ostacolerebbero 
l’intrattenersi di quei legami, di solito deboli, che 
sono essenziali per il raggiungimento della confor- 
mazione attiva. Infine, tempi eccessivamente lunghi 
nell’adozione della conformazione definitiva, po- 
trebbero favorire l’esposizione della proteina na- 
scente agli insulti idrolitici (da proteasi), più facil- 
mente effettuabili sulle conformazioni “col/l/assate”. 
Il raggiungimento ragionevolmente rapido della 
conformazione attiva delle proteine di neobiosinte- 
si, è assicurato dalla presenza ubiquitaria nelle cel- 
lule di proteine leganti le catene polipeptidiche na- 
scenti, con funzione di guida e protezione. Queste 
proteine sono dette “chaperons molecolari”: tra di 
esse più note sono le “proteine da shock termico” 
(“heat shock proteins”, Hsp) che vengono pronta- 
mente prodotte da molte cellule in coltura, verosi- 
milmente con funzione di protezione, a seguito del- 
l’esposizione a rapide escursioni termiche. I chape- 
rons, legandosi a segmenti peptidici ricchi di ammi- 
noacidi idrofobici, fanno sì che si stabiliscano in- 
nanzitutto i legami che determinano la struttura se- 
condaria della proteina nascente. Successivamente, 
e sempre attraverso interazioni con segmenti pepti- 
dici, essi inducono e stabilizzano i ripiegamenti 
propri della struttura terziaria della proteina neofor- 
mata. Questo processo avviene attraverso cicli suc- 
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cessivi in cui la proteina nascente viene accomoda- 
ta in una nicchia, costituita dalle molecole di chape- 
rons, e quindi rilasciata e di nuovo avvolta. Il pas- 
saggio dalla prima alla seconda fase del processo, 
come pure ogni ciclo di sequestrazione e rilascio al- 
l’interno di una nicchia di chaperons richiede con- 
sumo di ATP (ATP + ADP). La scissione dell’ ATP 
in ADP e P, è catalizzato da questi stessi “chape- 
rons”, che possiedono attività ATPasica. L’inter- 
vento delle Hsp 70 e Hsp 60 (il numero esprime il 
peso molecolare di queste molecole) nel processo di 
acquisizione della conformazione attiva di una pro- 
teina globosa è illustrato schematicamente nella 
Fig. 19.11. 

I chaperons molecolari hanno anche la funzione 
di riconoscere proteine “anomale”, cioè contenenti 
errori sul sequenziamento degli amminoacidi impe- 
dendone la progressione verso le loro normali sedi 
di residenza e facilitandone l’attacco da parte degli 
enzimi proteolitici intracellulari. La Tabella 19.II 
raccoglie alcune proprietà dei chaperon molecolari 
di natura proteica. 


PATOLOGIE DA “MISFOLDING” 


Negli ultimi anni è stato dimostrato che l’insor- 
gere di molte malattie è legato al misfo/ding protei- 
co, che consiste in un’alterazione del comune pro- 
cesso di ripiegamento della proteina nelle sua con- 
formazione nativa. Le malattie correlabili al misfo/- 
ding, raggruppate sotto il nome di “disordini con- 
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Figura 19.11 Rappresentazione schematica del processo di assunzione della conformazione atti- 
va da parte delle proteine: ruolo dei “chaperons”, in particolare delle proteine da shock termico 


Hsp 70 e Hsp 60, e dell'ATP 
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Tabella 19.II 





Alcune proprietà di “chaperons” molecolari di natura proteica. 





formazionali proteici”, abbracciano il morbo di 
Alzheimer, l’encefalopatia spongiforme trasmissi- 
bile, il morbo di Huntington, il morbo di Parkinson, 
il diabete tipo II, il morbo di Creutzfeldt-Jakob, 1’a- 
miloidosi, la sclerosi laterale amiotrofica e altre pa- 
tologie meno note. Tutte queste patologie sono ac- 
comunate dalla deposizione nei tessuti di aggregati 
fibrillari proteici, con trasformazione di proteine 
normalmente solubili in aggregati insolubili gene- 
ralmente tossici nelle ossa, muscoli, cuore, fegato e 
cervello (placche amiloidi). 

Nonostante la loro difformità biochimica, queste 
proteine formano fibrille con morfologia e proprie- 
tà dei foglietti B. Fattori ambientali quali stress os- 
sidativo, pH, o ioni metallici, possono contribuire 
alla destabilizzazione di una molecola nativa e, pre- 
sumibilmente, incrementare la transizione di strut- 
ture o in strutture fp. L'associazione di depositi di 
amiloide è lenta e aggregati informi si trasformano 
in “proto-fibrille’”, che successivamente si associa- 
no a formare fibrille mature. 

E recente la scoperta che talune malattie si pos- 
sono trasmettere in modo indipendente dagli acidi 
nucleici e che /’agente infettivo è una proteina do- 
tata di una struttura tridimensionale alterata. 
Ovviamante questa scoperta ha letteralmente scon- 
volto uno dei concetti base della biologia moderna 
ed ha giustamente fruttato un premio Nobel nel 
1997 a Stanley Prusiner, lo scienziato che per pri- 
mo suggerì che alcune malattie neurologiche posso- 
no essere trasmesse attraverso semplici proteine e 
non acidi nucleici. Le malattie neurologiche indotte 
da “misfolding indotto” includono la encefalopatie 
spongiforme bovina (comunemente indicata come 
malattia della mucca pazza), il morbo di 
Creutzfeldt-Jakob umano e lo ‘“scrapie” degli 
ovini. Gli agenti infettivi proteici responsabili sono 
denominati prioni, aggregati a peso molecolare va- 
riabile di proteine contenenti larghe regioni origina- 
riamente ad a.-elica, trasformate in regioni a fogliet- 


to B (Fig. 19.12). Tale trasformazione della struttu- 
ra secondaria determina misfolding ed aggregazio- 
ne progressiva. I foglietti B di una proteina prioni- 
ca, strutture “appiccicose”, si uniscono a quelli di 
un’altra proteina prionica e formano foglietti B più 
ampi, sino a raggiungere la dimensione di aggrega- 
ti fibrillari detti amiloidi. Anche la infezione con 
agenti infettivi prionici è caratterizzata da una pro- 
gressiva aggregazione di fibrille amiloidi. 
L’iniziatore di tale processo è la proteina prionica 
“virale” PrP SC, che agisce come nucleo sul quale 
si legano molecole di proteina prionica endogena 
PrP. Infatti gli agenti infettivi sono proteine normal- 
mente presenti nel tessuto nervoso degli organismi 
ospiti. L'intero processo di aggregazione della pro- 
teina “virale” PrP S° e della proteina endogena 
PrP© causa una progressiva perdita di funzione dei 
neuroni, con conseguente neurodegenerazione. 

A latere delle malattie infettive, proteine amiloi- 
di possono essere presenti anche in patologie non 
infettive, quali il morbo di Parkinson o il morbo di 
Alzheimer. In quest’ultimo ad esempio la deposi- 
zione di fibrille amiloidi è causata dalla proteolisi 
limitata, da parte di proteasi specifiche, di un pepti- 
de chiamato Ap derivato dalla proteina precursore 
dell’amiloide APP. Anche in questo caso è stata 
evidenziata una larga preponderanza di foglietti 
paralleli nelle fibrille formate dal peptide AL. 

Ciò che accomuna tutte le patologie di natura 
amiloide, oltre alla formazione di strutture }-paral- 
lele e progressivamente aggreganti da parte di pro- 
teine anche molto diverse tra loro, è la grande tossi- 
cità delle fibrille stesse nei confronti delle cellule, 
che spesso rispondono con l’induzione del pro- 
gramma di morte cellulare. Pur essendo al momen- 
to ancora un argomento controverso, è stato ipotiz- 
zato che gli aggregati molto grandi siano di per se 
privi di tossicità, prerogativa invece dei piccoli ag- 
gregati che verosimilmente interferiscono con il 
corretto funzionamento delle membrane cellulari. 
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Figura 19.12 Trasformazione della struttura secondaria di una proteina prionica dalla conforma- 
zione ad o-elica (a) a quella a foglietto f (b) e successiva aggregazione fibrillare 


REGOLAZIONE DELLA BIOSINTESI 
PROTEICA: CONTROLLO 
DELL'ESPRESSIONE GENICA 


Il ritmo della sintesi proteica è strettamente 
commisurato alle necessità della cellula. Non si 
spiegherebbe altrimenti perché alcune proteine ven- 
gano sintetizzate solo in determinate condizioni e 
perché negli animali superiori le cellule dei diversi 
tessuti, pur dotate dello stesso patrimonio genico, 
non esibiscono lo stesso repertorio di proteine. Per 
esempio, l’insulina viene sintetizzata nelle cellule f 
del pancreas, ma non dalle altre cellule dell’organi- 
smo, che pure sono dotate dei geni capaci di codifi- 
carla. Particolari meccanismi di regolazione pro- 
muovono infatti la sintesi dell’insulina nelle cellule 
B del pancreas, mentre la inibiscono in tutte le altre 
cellule. 

I meccanismi di regolazione della biosintesi pro- 
teica si imperniano sul controllo da una parte della 
espressione genica, dall’altra della vita media dei 
mRNA coinvolti nel processo. Nel complesso essi 
non sono completamente noti, anche se sono me- 
glio conosciuti nelle cellule procariote (batteri), che 
in quelle eucariote. 


Regolazione della sintesi proteica 
nei procarioti 


Nei batteri i meccanismi regolatori della biosin- 


tesi proteica più semplici sono strettamente collega- 
ti con le condizioni nutrizionali ed ambientali nelle 
quali si trovano gli stessi batteri. Per esempio, la £. 
coli è dotata di un patrimonio genetico che assicu- 
ra la produzione di circa 3.000 diverse proteine che, 
tuttavia, non sono richieste tutte insieme e nella 
massima quantità nello stesso momento. Donde la 
regolazione del loro numero e quantità a seconda 
delle condizioni. Un tipico esempio è fornito dalla 
regolazione nella E. coli del numero di molecole 
della B-galattosidasi, l’enzima che idrolizza il latto- 
sio nei monosaccaridi costituenti: glucosio e galat- 
tosio. Orbene, quando la E. coli viene coltivata in 
un medium contenente lattosio, la B-galattosidasi, 
necessaria per la utilizzazione metabolica del disac- 
caride, è presente in notevole quantità (5000 mole- 
cole per cellula batterica); quando invece il batterio 
viene coltivato in un medium contenente glucosio, 
l’enzima diventa superfluo ed è infatti presente nel- 
la cellula batterica in quantità minima (5 molecole 
per cellula). La cellula batterica regola pertanto la 
sintesi dell’enzima secondo la necessità della sua ri- 
chiesta, a sua volta imposta dalla presenza del sub- 
strato nel mezzo di coltura. 


Regolazione per controllo dell’operone: re- 
pressione e induzione. L’operone è una porzione di 
DNA comprendente un gruppo di geni tra loro adia- 
centi che presiede la biosintesi regolata di più enzi- 
mi funzionalmente correlati o più proteine struttu- 
ralmente associate. L’operone contiene: (a) un nu- 
mero variabile di geni strutturali, disposti di solito 
contiguamente l’uno all’altro, ciascuno dei quali 
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codifica per ciascuna delle proteine interessate; (b) 
il gene promotore che, oltre a siti di possibile rego- 
lazione, contiene il sito di legame della RNA poli- 
merasi; (c) il gene operatore, intercalato fra promo- 
tore e il primo gene strutturale della serie, il quale 
dà il consenso all’inizio della trascrizione da parte 
della RNA polimerasi; e (d) un numero variabile di 
geni regolatori che codificano per altrettante protei- 
ne regolatrici. Quando l’operone si trova nella con- 
dizione di “via libera” alla biosintesi dell’mRNA, e 
il sistema ribosomale di biosintesi delle proteine è 
regolarmente funzionante, tutte le proteine codifi- 
cate dai geni strutturali contenuti nell’operone si 
formano contemporaneamente. L’mRNA formatosi, 
contenente le sequenze di codifica per diverse pro- 
teine, si dice policistronico. 

Esempio classico di modello di controllo della 
sintesi proteica nei batteri è quello dell’operone del 
lattosio, operante nella E. coli ( “lac operone”, da 
“lactose’’). 

Come mostra la Fig. 19.13 questo operone con- 
tiene tre geni strutturali (Z, Y, A) che codificano i 
tre enzimi funzionalmente correlati al metabolismo 
del lattosio: rispettivamente la [}-ga/attosidasi, la 
permeasi, e la transacetilasi. Di questi tre enzimi la 
B-galattosidasi partecipa al processo metabolico, 
idrolizzando il lattosio in galattosio e glucosio, la 
permeasi consente il trasporto del lattosio entro la 
cellula, mentre la transacetilasi ha un ruolo ancora 
non chiarito. 

Poiché 1 tre geni strutturali sono trascritti sulla 
stessa molecola di mRNA, la quantità relativa dei 
tre enzimi dovrebbe essere sempre la stessa. In pra- 
tica ciò non avviene nell’ambiente cellulare poiché 
la velocità della loro traduzione dal MRNA può es- 
sere diversa, e pure diversa è la velocità della degra- 
dazione degli mRNA tradotti. 

Nel lac operone sono pure contenuti il gene ope- 
ratore (O), il gene promotore (P) e un gene inibito- 
re (I). Quest'ultimo codifica una proteina ‘“repres- 
sore”, che, legandosi all’operatore, blocca la tra- 
scrizione degli mRNA da parte dei geni strutturali: 
si ottiene così la repressione. La proteina represso- 
re, un omotetramero di P.M. 38.350, è prodotta in 
continuo ed è presente in bassissima quantità. 
Tuttavia ha una elevatissima affinità per l’operatore 
(la sua costante di legame è intorno a 10-13 M) per 
cui impone una repressione dell’operatore pressoc- 
ché totale (99.9%), quindi blocco dell’espressione 
dei tre geni strutturali. 

Quando nel mezzo di incubazione è presente il 
lattosio, questo si combina con la proteina represso- 
re, inattivandola e rendendola conseguentemente 
incapace di interagire con l’operatore. La trascrizio- 
ne dei geni strutturali viene così de-repressa e gli 
enzimi metabolizzanti il lattosio possono essere sin- 


tetizzati: è questo il processo di induzione, in cui il 
lattosio funge da induttore. 

Il mRNA per l’utilizzo metabolico del lattosio 
ha una semivita di soli 3 minuti. Questo spiega per- 
ché quando il lattosio (induttore) non è più presen- 
te, Il mRNA scompare in pochi minuti e la sintesi 
proteica ad esso correlata si arresta. 


Regolazione per repressione catabolica. Altro 
meccanismo di controllo della espressione genica 
del lac operone dell’£. coli (denominato repressio- 
ne catabolica) si attiva quando nel mezzo di incu- 
bazione è abbondantemente presente il glucosio. A 
tutti gli altri zuccheri l’E. coli preferisce il glucosio, 
tanto è vero che quando il mezzo di coltura contie- 
ne glucosio e lattosio, la utilizzazione del disaccari- 
de, implicante la sintesi dei tre enzimi controllati 
dal lac operone, inizia solamente dopo che tutto il 
glucosio è stato consumato. Ciò significa che il glu- 
cosio inibisce il processo di induzione del lac ope- 
ron. Questo effetto viene denominato ‘repressione 
catabolica”, in quanto promosso da un catabolita 
(non ancora identificato) del glucosio, piuttosto che 
dal glucosio stesso. 

La repressione catabolica inizia allorché, a cau- 
sa della presenza di glucosio nella cellula, la con- 
centrazione di cAMP diminuisce, con un meccani- 
smo ancora da chiarire. Il cAMP può legarsi ad una 
proteina regolatrice, denominata CAP (Catabolite 
Activator Protein) ed il risultante complesso 
“CAMP-CAP” è capace di legarsi al promotore del 
lac operone. Questo legame esercita un controllo 
positivo sulla trascrizione dell’operone, facilitando 
il legame della RNA polimerasi al relativo promo- 
tore. Quando il sito regolatore CAP non è occupato 
dal complesso “cAMP-CAP”, il processo di trascri- 
zione viene inibito. Ciò avviene appunto quando, 
per la presenza di glucosio, la concentrazione del 
cAMP e conseguentemente del complesso “cAMP- 
CAP” diminuisce, abolendo il controllo positivo sul 
lac. operon (Fig. 19.13). 

Regolazione positiva e negativa da parte di una 
stessa proteina. La possibilità di un ulteriore mec- 
canismo regolatorio è offerta, sempre nell’£. coli, 
dall’operone dell’arabinosio, “ara operone” (vedi 
Fig 19.14). 

Questo operone contiene tre geni strutturali 
(Ara B, A, e D) che codificano i tre enzimi necessa- 
ri per l’utilizzo metabolico dell’arabinosio: l’arabi- 
nosio isomerasi (gene Ara A), che catalizza l’iso- 
merizzazione dell’L-arabinosio a L-ribulosio, la ri- 
bulosio-chinasi (gene Ara B), che converte l’L-ri- 
bulosio a L-ribulosio-5-fosfato, e la ribu/osio-5-fo- 
sfato isomerasi (gene Ara D) che trasforma l’L-ri- 
bulosio-5-fosfato in D-xilulosio-5-fosfato. / geni 
ara B, ara A, e ara D, sono accompagnati da un ge- 
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Figura 19.14 Schema dell’operone dell’arabinosio (Ara operone) dell'E. coli e della sua regolazio- 
ne: ripiegatura del DNA, con repressione dei geni BAD addetti all'utilizzo dell’arabinosio nelle con- 
dizioni di abbondanza di glucosio e scarsità di arabinosio; riassunzione della configurazione atti- 
va, con espressione dei geni BAD, quando abbonda l’arabinosio 
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ne promotore (Pg4p), un gene operatore (Ara O.), e 
un sito legante il CAP, attraverso il quale può effet- 
tuarsi un controllo regolatorio da parte del comples- 
so cAMP-CAP, come visto per il lac operone. L’ara 
operone contiene altresì un altro gene strutturale 
(l'Ara C), distante dagli Ara B, Ara A e Ara D, che 
codifica una particolare proteina regolatrice, Ara C. 
A questo gene si accompagna un corrispondente 
promotore (PC), un operatore (Ara O;), e un sito 
specifico di legame per la proteina Ara C, chiamato 
Ara I (I per induttore). Il ruolo della proteina Ara C 
è il seguente. Quando nell’ambiente in cui vive lE. 
coli abbonda il glucosio e l’arabinosio scarseggia, 
due molecole di Ara C si legano una all’operatore 
Ara O, e l’altra ad Ara I e, interagendo fra di loro, 
impongono al DNA una ripiegatura (o ansa) con 
conseguente repressione della trascrizione dei geni 
Ara B, A, D. Questa architettura strutturale perma- 
ne fintanto che è disponibile glucosio. Allorché il 
glucosio diventa scarso e l’arabinosio è presente, si 
forma il complesso cAMP-CAP che si lega al sito 
per il CAP, provocando il dispiegamento dell’ansa 
del DNA. In questa conformazione la proteina Ara 
C legata ad Ara I si comporta da attivatore che, in 
concerto con il CAMP-CAP, induce la trascrizione 
dei geni ara B, A, D. Nel contempo la proteina Ara 
C autoregola la sua stessa biosintesi, legandosi, 
quando la sua concentrazione supera un certo livel- 
lo, con l’operatore O}, bloccando lo scorrimento 
della RNA polimerasi sul promotore PC e repri- 
mendo la trascrizione del gene Ara C. 


Regolazione per attenuazione del processo di 
trascrizione. L’E. coli possiede il corredo enzimati- 
co per la biosintesi di tutti gli amminoacidi di cui 
abbisogna, a partire da precursori semplici. Questi 
enzimi sono espressi quando i corrispondenti am- 
minoacidi non sono presenti nel mezzo in cui vive 
il batterio. Quando invece l’amminoacido è presen- 
te la produzione degli enzimi addetti alla sua bio- 
sintesi è repressa. In generale tutti gli enzimi neces- 
sari alla biosintesi di un certo amminoacido sono 
biosintetizzati su un MRNA policistronico prodotto 
a sua volta da uno specifico operone. Il funziona- 
mento dell’operone per il triptofano, trp operone, 
offre l’opportunità di osservare un meccanismo re- 
golatorio diverso da quelli sopra descritti. Il trp ope- 
rone (vedi Fig 19.15) contiene cinque geni struttu- 
rali (trp E, D, C, B, A) preceduti dal gene #p L, che 
codifica la porzione iniziale (detta “/eader”) del 
mRNA policistronico corrispondente. Una parte, in- 
terna, del gene #p L costituisce 1’ “aftenuatore”. 
Sono poi presenti il gene operatore (O), promotore 
(P) e il gene fp R (regolatore). Quest'ultimo codi- 
fica la proteina repressore la quale, legata al tripto- 


fano (che funge da co-repressore), blocca il gene O 
e reprime l’intero processo di trascrizione. 
Attraverso il gene leader contenente l’attenuatore, 
si viene ad esercitare un controllo più fine della tra- 
scrizione detto, appunto, attenuazione. Questo con- 
trollo si instaura allorché i processi di biosintesi del 
mRNA del triptofano e della serie di proteine da es- 
so codificate sono fra di loro connessi, cioè quando 
l'mRNA del triptofano, ancora in via di produzione, 
è già impiegato nella biosintesi delle proteine. Va ri- 
cordato che il gene #p L (corrispondente alla se- 
quenza “leader” del mRNA per gli enzimi della bio- 
sintesi del triptofano) contiene quattro porzioni, a 
partire dall’estremità 5’ (1, 2, 3, 4 della Fig. 19.15). 
A livello dell’'mRNA trascritto la porzione 2 può 
appaiarsi alla 3, e la 3 alla 4. Le sequenze appaiate 
3-4 costituiscono una struttura ad ansa detta ‘“atte- 
nuatore”: quando questa struttura è presente il pro- 
cesso di trascrizione del MRNA si arresta. Ciò av- 
viene quando sono presenti quantità di triptofano 
sufficienti a rifornire la biosintesi proteica del trp- 
tRNA richiesto: in queste condizioni il ribosoma 
scorre velocemente lungo I’mRNA, “copre” la se- 
quenza 2, consentendosi la formazione dell’appaia- 
mento 3-4. Quando invece il triptofano scarseggia e 
i siti di inserimento del trp-tRNA sul ribosoma re- 
stano temporaneamente vacanti, il ribosoma è co- 
stretto a fare “pausa”, la sequenza 2 rimane provvi- 
soriamente scoperta, si appaia alla 3, l’attenuatore 
non può più formarsi, e la trascrizione dei geni #rp 
E-D-C-B-A riprende. Pertanto, anche piccole oscil- 
lazioni della concentrazione di triptofano control- 
lano la trascrizione dei geni deputati alla biosinte- 
si del triptofano stesso. 

La biosintesi degli enzimi implicati nella produ- 
zione degli altri amminoacidi è sottoposta nell’E. 
coli ad un controllo analogo a quello descritto per il 
triptofano. Quando nell’E. coli non sono disponibi- 
li amminoacidi in quantità sufficiente a sostenere la 
biosintesi proteica, la sintesi dei tRNA e rRNA si ri- 
duce anche di 20 volte e quella dei mRNA di 3 vol- 
te. Questa risposta, detta risposta stringente, si met- 
te in atto quando sul sito amminoacilico del riboso- 
ma si fissa un tRNA privo del corrispondente am- 
minoacido: ciò induce la biosintesi di una proteina 
(fattore stringente) che catalizza la sintesi di guano- 
sin-tetrafosfato (guanosina 3’-difosfato, 5’-difosfa- 
to, ppGpp). Il ruolo giocato dal ppGpp nella rispo- 
sta stringente non è però ancora noto. 


Regolazione della sintesi proteica 
negli eucarioti 


Negli eucarioti il controllo dell’espressione ge- 
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Figura 19.15 Schema dell’operone del triptofano (trp operone) dell’E. coli e della sua regolazio- 
ne: repressione da eccesso di triptofano e modulazione (“attenuazione”) della trascrizione col va- 
riare della concentrazione del triptofano (arresto o sblocco della lettura da parte della RNA poli- 
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a = Antranilato sintetasi, componente |; b = antranilatosintetasi, componente Il; c = N-(5‘-fosforibosil)-antranilato 
isomerasi, indolo-3-glicerolo fosfato sintetasi; d = triptofano sintetasi, subunità B; e = triptofano sintetasi, subunità @; 


Trp = triptofano. 


nica, e quindi della biosintesi proteica, è un proces- 
so complesso e ancora poco noto. Partendo da un 
unico genoma lo stesso organismo può possedere ti- 
pi cellulari differenti ciascuno dotato di proprie pro- 
teine, e lo stesso organismo e in molti casi uno stes- 
so tipo cellulare può andare incontro a differenzia- 
mento e sviluppo, nel corso dei quali il fenotipo 
biochimico cambia anche vistosamente. Il genoma 
delle cellule eucariote non solo è molto più grande 
di quello dei procarioti, ma organizzato in modo 
molto più sofisticato; inoltre soltanto il 6-7% è tra- 
scritto in RNA e una quota ancora più piccola tra- 
dotta in proteine. Buona parte del DNA degli euca- 
rioti è condensato e avvolto da proteine cromosomi- 
che (istoniche e non) che lo rendono inaccessibile; 
il distacco di queste proteine e la decondensazione 
del DNA sono gli eventi preliminari ed essenziali 
per le operazioni di trascrizione e traduzione. La 
forte presenza di introni, l’assenza di RNA polici- 
stronici e di operoni, l’abbondanza delle modifica- 
zioni post trasduzionali delle proteine, sono pure 
caratteristiche rilevanti degli eucarioti. Pertanto 1 


meccanismi generali di regolazione dell’espressio- 
ne genica presenti nei procarioti possono essere at- 
tivi anche negli eucarioti, ma come parte di sistemi 
regolatori più complessi, e con aggiunta di altri 
meccanismi. Si ritiene, per esempio, che negli euca- 
rioti la inaccessibilità dei geni sia la situazione di 
base: pertanto la regolazione dell'espressione è 
fondata su proteine, o fattori, attivanti i geni, più 
che su fattori di repressione come osservato nei 
procarioti. Molti geni eucariotici sono raggruppati 
in famiglie o superfamiglie e servono a biosintetiz- 
zare proteine simili. Spesso queste famiglie o su- 
perfamiglie sono sottoposte a regolazione variabile 
con lo sviluppo dell’organismo cui appartengono, e 
ciascun membro della famiglia può rimanere ine- 
spresso in un certo stadio dello sviluppo ed espres- 
so in un altro (è il caso dei geni per le globine del- 
l’emoglobina). 

Un altro meccanismo regolatorio, per altro poco 
noto nel dettaglio, è quello basato sulla perdita di 
geni (osservata negli eucarioti più semplici), sul. 
l’amplificazione dello stesso gene (due o più volte 
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sullo stesso cromosoma), quando aumenta la neces- 
sità di produrre la proteina codificata da quel gene, 
o sul riarrangiamento genico che si osserva, per 
esempio, nel corso della biogenesi delle immuno- 
globuline. 

Un altro elemento importante nella regolazione 
della biosintesi delle proteine negli eucarioti è ;/ 
controllo della vita media degli mRNA. Alcuni fat- 
tori aventi azione stabilizzante su specifici mRNA 
sono noti: un esempio è la prolattina che stabilizza 
l'mRNA per la caseina. Fattori invece che facilita- 
no la degradazione degli mRNA (reducendone così 
l’azione) 0 impediscono all’mRNA di partecipare 
al processo della biosintesi proteica sono i miRNA 
e gli siRNA (vedi Capitolo “Metabolismo dell’aci- 
do ribonucleico”). Infine, un ulteriore punto di re- 
golazione della espressione è la traduzione stessa: 
alcuni dati fanno pensare alla possibilità di inter- 
venti regolatori a livello dello stesso dispositivo ri- 
bosomale di biosintesi proteica: nelle cellule stimo- 
late da fattori di crescita alcune proteine della sub- 
unità ribosomale 40S vanno incontro a fosforilazio- 
né con conseguente aumento dei polisomi, così co- 
me alcuni segnali ormonali inducono una regolazio- 
ne della velocità di traduzione proteica, con conse- 
guente aumento della massa molecolare proteica e 
crescita cellulare. Sono questi i cosiddetti fartori di 
crescita, da non confondersi con i fattori di prolife- 
razione. I fattori di crescita agiscono per lo più sti- 
molando la S6 chinasi, una proteina che fosforila la 
proteina ribosomale S6 con conseguente attivazio- 
ne della traduzione. 

Alcuni dettagli sulla regolazione della trascri- 
zione del mRNA nell’ottica della regolazione della 
biosintesi di proteine specifiche sono presentati nel 
Capitolo “Biochimica degli ormoni”. 


BIOSINTESI DI PARTICOLARI 
PROTEINE 


Immunoglobuline 


Il sistema immunitario dei vertebrati, se esposto 
a sostanze esogene di varia origine (particolarmen- 
te batterica) che agiscono da antigeni, elabora anti- 
corpi specifici che vi si legano. I complessi risultan- 
ti, che possono includere gli stessi agenti vettori di 
antigeni, vengono quindi avviati alla distruzione. 
Gli anticorpi sono immunoglobuline, prodotte e 
versate nel sangue da linfociti B (immunità umora- 
le), o linfociti T, che le trattengono associate alla 
membrana plasmatica (immunità cellulare). Un or- 


ganismo quale l’uomo può produrre anche parecchi 
milioni di differenti anticorpi con distinte specifici- 
tà di legame, pure possedendo nel proprio genoma 
solo circa 100.000 geni. Si è quindi di fronte ad un 
fenomeno in cui il contenuto informazionale dei ge- 
ni, presente nelle cellule staminali progenitrici dei 
linfociti, viene fortemente amplificato. I meccani- 
smi che stanno alla base dell’amplificazione sono: 
la ricombinazione genica, la ricombinazione soma- 
tica e la mutazione somatica. Si è già visto che le 
immunoglobuline, seppure suddivise in varie classi, 
hanno caratteristiche strutturali comuni: due catene 
pesanti e due catene leggere; due tipi di catene leg- 
gere (kappa e lambda) e cinque tipi di catene pesan- 
ti (gamma, alfa, mu, delta e epsilon); tutte le catene 
(pesanti e leggere) costituite da una porzione pres- 
soché uguale (porzione costante, C), ed una porzio- 
ne diversa da una immunoglobulina all’altra (por- 
zione variabile, V); siti di riconoscimento per l’an- 
tigene in corrispondenza delle porzioni variabili; 
presenza di numerosi ponti disolfuro e di glicosila- 
zioni. Poiché è la regione variabile di ogni tipo di 
catena responsabile della specificità di legame con 
l’anticorpo, è nell'espressione di questa variabilità 
che intervengono i meccanismi amplificatori sopra 
citati. Questi meccanismi sono illustrati schemati- 
camente nella Fig. 19.16, con riferimento alla cate- 
na leggera kappa delle I5G umane. Il DNA delle 
cellule staminali contiene: (a) fino a 300 esoni, cia- 
scuno dei quali capace di codificare i primi 95 am- 
minoacidi della porzione variabile (segmenti V); (b) 
quattro esoni, ciascuno codificante i restanti 12 am- 
minoacidi della porzione variabile, costituente la 
giuntura (joining) con la porzione costante (seg- 
menti J); (c) un unico esone che codifica la porzio- 
ne costante (segmento C). Sia i segmenti V sia quel- 
li J sono intervallati da tratti di DNA a carattere in- 
tronico e preceduti da un segmento di DNA guida 
(leader) (segmento L). Questo ultimo segmento co- 
difica un polipeptide che durante la biosintesi ag- 
gancia le catene kappa al reticolo endoplasmatico, e 
viene rimosso a biosintesi terminata. Un introne è 
pure presente fra il quarto segmento J e il segmen- 
to C. Quando una cellula staminale è stimolata, da 
questa si genera un c/one che prolifera, si differen- 
zia în linfocita B, e produce un anticorpo specifico. 
In questo processo avviene una ricombinazione ge- 
nica, accompagnata da delezione di porzioni di 
DNA, in cui un singolo segmento V si salda ad un 
singolo segmento J, (entrambi accompagnati dai ri- 
spettivi segmenti L), e tutto il resto del DNA origi- 
nario è eliminato. Si costituisce così il gene linfoci- 
tario per “quella” catena leggera kappa, da cui vie- 
ne prima trascritto l’mRNA primario e quindi, per 
‘splicing’ dell’introne fra segmenti J e C, l’mRNA 
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Figura 19.16 Produzione di differenti catene leggere IgG K(1,2...n) attraverso il meccanismo del- 


la ricombinazione genica 





L = segmento leader; Vi, Vis, Vso, Vzoo: alcuni dei 300 esoni della porzione variabile, scelti come esempio, seg- 
menti V; J}, Jo, J3, J4 = i quattro esoni della porzione di giuntura, segmenti Jj C = esone della porzione costante. 


maturo. // processo ricombinatorio può quindi ge- 
nerare 300 X 4= 1.200 possibili diverse combi- 
nazioni e quindi 1.200 diverse catene kappa. 
Queste combinazioni aumentano di ulteriori 2.5 
volte (per un totale finale di 3.000), a seguito delle 
diverse modalità con le quali può avvenire il taglio 
e la ricucitura fra i segmenti V e J in corrisponden- 
za dei tre nucleotidi terminali dei segmenti stessi. 

Le catene pesanti delle immunoglobuline IgG si 
formano in modo simile a partire da un certo nume- 
ro di segmenti V, segmenti J, e segmenti D (seg- 
mento intermedio fra V e J codificante la porzione 
cosiddetta “ipervariabile” delle catene pesanti), con 
la possibilità di avere 5.000 differenti catene pesan- 
ti. Pertanto il numero complessivo di possibili di- 
verse molecole di IgG formabili è di 3.000 X 5.000 
= 1,5 x 10”. Analogo discorso può farsi per le IgG 
con catene leggere di tipo lambda. 

Una ulteriore importante sorgente di diversità 
nella produzione di immunoglobuline è costituita 
dall’insorgenza di mutazioni somatiche (limitata- 
mente ai segmenti V) nel processo di proliferazio- 
ne/differenziamento dei progenitori dei linfociti. Si 
è calcolato che avviene una mutazione ogni 3-30 di- 
visioni cellulari. Questa frequenza è di parecchi or- 
dini di grandezza superiore all’incidenza di muta- 
zioni spontanee nelle cellule eucariote proliferanti. 
Si presume quindi che la mutazione somatica delle 
cellule produttrici di immunoglobuline sia un pro- 
cesso controllato, assistito da enzimi ad hoc e con 
funzioni precise. 


Dal punto di vista della sintesi proteica delle im- 
munoglobuline è interessante notare che, sia per 
quanto riguarda le immunoglobuline di superficie 
che per le immunoglobuline di secrezione, lo sfor- 
zo ossidativo cui le cellule produttrici sono sottopo- 
ste è veramente notevole. Infatti è stato stimato che 
nel reticolo endoplasmatico delle plasmacellule si 
debbano formare miliardi di ponti disolfuro per ot- 
tenere la struttura definitiva delle immunoglobuli- 
ne. Tale compito è condiviso da proteine quali la 
Protein Disulfur Isomerase (PDI) e dalle proteine 
della famiglia Endoplasmic’ Reticulum 
Oxidoreductin 1-Like (EROI-L), che accelerano la 
formazione dei ponti disolfuro. 


Collagene 


Il collagene, proteina fibrosa collocata al di fuo- 
ri delle cellule, costituisce l’impalcatura strutturale 
della sostanza fondamentale dei tessuti connettiva- 
li. Esso risulta da una imponente aggregazione di 
unità trifibrillari (il tropocollagene) in senso preva- 
lentemente longitudinale. Tra le singole fibrille (ca- 
tene ci) e/o 03) costituenti il tropocollagene e tra le 
unità di tropocollagene si sviluppa una rete intensa 
di legami covalenti sia trasversali sia longitudinali 
(testa-coda). Questi legami, cui partecipano ammi- 
noacidi modificati post-sinteticamente, conferisco- 
no al collagene la compattezza e resistenza che ca- 
ratterizzano la sua funzione. Le catene 0) e 0 sono 
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biosintetizzate nel reticolo endoplasmatico rugoso 
dei fibroblasti nella forma di precursori pro-@; e 
pro-0, contenenti circa 100 residui amminoacilici 
in più all’estremità N-terminale (oligopeptide se- 
gnale) e circa 300 residui amminoacilici in più al- 
l’estremità C-terminale. Queste porzioni aggiuntive 
N- e C-terminali hanno conformazione globulare. I 
propeptidi, dopo aver perso l’oligopeptide segnale, 
si liberano nel lume reticolare dove residui di proli- 
na e di lisina delle catene vengono idrossilati e le 
idrossilisine a loro volta glicosilate. Le idrossilazio- 
ni sono catalizzate dalla prolina-4-idrossilasi, pro- 
lina-3-idrossilasi e lisina-5-idrossilasi, enzimi che 
riconoscono l’amminoacido substrato posto in una 
sequenza ben precisa, necessitano di acido ascorbi- 
co, Fe?* e a-chetoglutarato, e utilizzano O) moleco- 
lare. Lo schema di queste reazioni è stato illustrato 
nel Capitolo: Metabolismo degli amminoacidi. 

Le glicosilazioni sono di due tipi. Nel primo ti- 
po (O-glicosilazione) un resto residuo di galattosio 
viene inserito sull’ossidrile in C-5 dell’idrossilisina 
ad opera di una ga/attosil-transferasi e sul galatto- 
s10 può inserirsi un resto residuo di glucosio da par- 
te di una g/ucosil-transferasi (O-glicosilazione). 
Queste glicosilazioni avvengono sulla porzione del- 
la pro-catena che costituirà la catena matura. Il se- 
condo tipo di glicosilazione è una N-glicosilazione 
convenzionale a carico di un residuo di asparagina 








posto sulla porzione C-terminale della pro-catena, 
modifica che è avvenuta co-traduzionalmente, ed è 
destinata ad essere rimossa. Avvenute queste modi- 
ficazioni post-trasduzionali, tre pro-catene tendono 
ad avvolgersi fra di loro, limitatamente alla parte 
centrale, costituendo una tripla elica, mentre a livel- 
lo delle porzioni globulari N-, e C-terminali si sta- 
biliscono ponti disolfuro (solo intracatena nella por- 
zione N-terminale; anche intercatena nella porzione 
C-terminale) (Fig. 19.17). 

L’avvolgimento delle pro-catene a tripla elica è 
basato su legami ad idrogeno coinvolgenti i gruppi 
ossidrilici di idrossi-prolina e idrossi-lisina. Il pro- 
tropocollagene così ottenuto viene traslocato all’ap- 
parato del Golgi, dove si perfezionano le glicosila- 
zioni, particolarmente quelle sull’estremità globosa 
C-terminale: ciò favorisce il distacco dal Golgi di 
una vescicola contenente il pro-tropocollagene, la 
fusione di questa con la membrana plasmatica, e la 
secrezione del pro-tropocollagene nello spazio ex- 
tracellulare (Fig. 19.18). Fuori dalla cellula il pro- 
tropocollagene viene innanzitutto liberato dalle por- 
zioni globose N-, e C-terminali ad opera di enzimi 
proteolitici (pro-tropocollagene peptidasi), con for- 
mazione del tropocollagene, il quale va incontro ad 
ossidazione dei gruppi €-amminici di alcuni residui 
di lisina e idrossilina in gruppi aldeidici, con forma- 
zione di allisina e idrossi allisina, rispettivamente: 
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Figura 19.17 Rappresentazione schematica della molecola di pro-tropocollagene 
Sono indicati i siti di O-glicosilazione nel dominio a tripla elica (Glc-Gal-, Gal-), i siti di N-glicosilazione nel dominio 


globulare (Man-GlcNAc-) e i ponti disolfuro nel dominio globulare. 
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La reazione è catalizzata dalla /isina-ossidasi. 


l'italia 0, HO; el enzima contenente Cu?' e piridossal-fosfato. Inizia 

(CHo)s cui quindi il processo di formazione dei legami crocia- 

| | ti trasversali e longitudinali fra varie unità di tropo- 

HN-CH Cu* latelll na collagene, processo spontaneo e continuo ancora 
O=C C=0 O0=0 (C6=0 catalizzato dalla lisina-ossidasi. Questi legami si 
ni “NH-R5 HO NH RI NH-R,  Stabiliscono fra: il gruppo aldeidico dell’allisina, 0 


Resto intracatena 
di lisina 


idrossiallisina, e il gruppo amminico della lisina; | 

Resto intracatena = £ruppi aldeidici di allisine; i gruppi amminici di li- 
di allisina sine. Un legame particolare è quello idrossipiridi- 
nico cui partecipano due residui di idrossilina ed 
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Figura 19.18 Rappresentazione schematica del processo di sintesi del pro-tropocollagene a livel- 
lo del reticolo endoplasmatico, traslocazione all'apparato del Golgi con conseguente maturazione, 
successiva escrezione al di fuori della cellula, trasformazione in tropocollagene e formazione del 
collagene definitivo 
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Figura 19.19 Formazione di legami crociati intercatena tramite residui di allisina nella desmosina 


uno di lisina. Si giunge così al collagene maturo, 
molecola caratterizzata da un turnover molto lento 
(tempo di dimezzamento di mesi o anni). Modifiche 
simili a quelle dei legami crociati del collageno si 
trovano in una altra proteina del connettivo, alta- 
mente specializzata, l’elastina. Anche qui la lisina- 
ossidasi produce legami crociati, coinvolgendo ben 
4 residui di lisina, tre dei quali ossidati ad allisina, 
con successiva formazione di desmosina o isode- 
smosina (Fig. 19.19). Queste ultime due molecole 
costituiscono la base molecolare della elasticità del- 
la proteina elastina. 

Sono note sindromi anche gravi, acquisite o ge- 
neticamente determinate, da alterazioni del metabo- 
lismo del collagene. Fra quelle acquisite si ricorda- 
no: (a) lo scorbuto, caratterizzato da lenta cicatriz- 
zazione delle ferite, aumentata fragilità capillare 
con emorragie e deficit di crescita, dovuto alla ca- 
renza di acido ascorbico e conseguente diminuzio- 
ne dei processi di idrossilazione, e (b) il /atirismo, 
provocato dal B-amminopropio-nitrile, contenuto 
nei semi del pisello Latlyrus odoratus, che può es- 
sere accidentalmente ingerito. Questo composto 
inibisce la lisina-ossidasi, provocando diminuita 
formazione di allisine e conseguente maggiore fra- 
gilità delle fibre di collagene. Analoghe a queste 
due sindromi sono la ma/attia di Ehlers-Danlos VI, 
dove è geneticamente carente la prolina-idrossilasi, 
e la malattia di Ehlers-Danlos V, in cui è carente la 
lisina-ossidasi. In altre sindromi ereditarie 
(Osteogenesis imperfecta, sindrome di Marfan, ma- 
lattie di Ehlers-Danlos IV e VII) i processi di secre- 
zione o di maturazione del collagene sono compro- 
messi, e il collagene è scarso o scarsamente dotato 
di legami crociati. Sintomi comuni sono deformità 
scheletriche, vasi e cute fragile, fragilità ossea e dif- 
ficoltà di cicatrizzazione. 


DEGRADAZIONE DELLE PROTEINE 


La concentrazione di ciascuna proteina cellulare 
è il risultato dell’equilibrio dinamico fra flusso di 
biosintesi e flusso degradativo. In alcuni casi predo- 
mina la velocità del processo biosintetico, in altri 
quella del processo catabolico. Ne origina una emi- 
vita (0 tempo di dimezzamento) che può variare dai 
minuti (esempio: l’ornitina decarbossilasi), ai mesi 
(vedi l’emoglobina), agli anni (esempio: alcuni tipi 
di collagene). La degradazione delle proteine è affi- 
data ad enzimi proteolitici (peptidasi e proteasi) che 
aggrediscono un legame peptidico in maniera più o 
meno specifica. Essi hanno prevalentemente sede 
intracellulare, ma anche extracellulare (ad esempio 
la collagenasi), e possono essere liberi (nel citopla- 
sma o nel liquido extracellulare) o racchiusi in or- 
ganelli (quali i lisosomi); alcune proteasi sono lega- 
te alla membrana plasmatica. Cruciale è il primo at- 
tacco idrolitico sulla proteina: la presenza di strut- 
ture quaternarie o terziarie e di eventuali catene sac- 
caridiche rendono più difficile l’intervento dell’en- 
zima proteolitico. Da qui la necessità di opportuni 
pre-trattamenti (esposizione a pH acido; aggancio a 
trasportatori, ecc.) che modificano la conformazio- 
ne naturale della proteina (è per questo motivo che 
proteine strutturalmente anomale — quali quelle de- 
rivanti da mutazioni — possono essere più facilmen- 
te degradate rispetto a quelle normali). Una volta 
avviata, la proteolisi procede molto più speditamen- 
te. 

Un altro aspetto importante è la sede dove avvie- 
ne la proteolisi. L’emoglobina, per esempio, è de- 
gradata a livello dei lisosomi dei macrofagi, parti- 
colarmente della milza: ciò richiede, preliminar- 
mente, che l’eritrocita venga riconosciuto come 
“vecchio” dai macrofagi, e fagocitato. Se il tempo 


medio perché il riconoscimento avvenga è di 120 
giorni, l’emoglobina non potrà essere esposta all’a- 
zione degradatoria per tutto questo periodo. 
Qualunque motivo accorci il soggiorno nel sangue 
degli eritrociti, abbrevierà la emivita (apparente) 
anche dell’emoglobina. Analogamente, se la pro- 
teolisi avviene nei lisosomi, i tempi e le modalità di 
penetrazione entro i lisosomi hanno importanza ri- 
levante nel determinare l’emivita della proteina. 
Alcune caratteristiche strutturali, proprie o acquisi- 
te, delle proteine possono renderle più suscettibili 
all’attacco proteolitico. Tra di esse si annoverano: 
(a) la natura degli amminoacidi N-terminali: pro- 
teine con leucina o lisina in posizione N-terminale 
sono più facilmente degradate rispetto a quelle con 
metionina e alanina; (b) /a presenza di sequenze 
PEST: proteine che presentano con frequenza la se- 
quenza prolina, glutammato, serina e treonina 
(PEST, seguendo le abbreviazioni ad una singola 
lettera degli amminoacidi) hanno vite medie più 
brevi; (c) /a presenza di residui amminoacidici 0s- 
sidati: la presenza di residui amminoacidici ossida- 
ti, per azione di ossidasi o di radicali liberi, facilita 
il processo proteolitico. 


Sono note diverse modalità di 
degradazione proteica 


Proteolisi lisosomale. Il corredo enzimatico li- 
sosomale include diversi tipi di cafepsine, proteasi 
a specificità di legame limitata, agenti ottimalmen- 
te a pH acidi (4,5-5,5) assicurati, entro il lisosoma, 
da una pompa protonica ATP-dipendente, collocata 
sulla membrana lisosomale, che trasferisce 1’H', 
prodotto dalla dissociazione dell’acido carbonico, 
dal citoplasma all’interno dei lisosomi. Le catepsi- 
ne digeriscono rapidamente le proteine presenti nel 
lume lisosomale, che è raggiunto dall’esterno della 
cellula attraverso il processo dell’endocitosi o fago- 
citosi, e dall’interno cellulare, per fusione di vesci- 
cole o particelle intracellulari con gli stessi lisoso- 
mi. I prodotti finali della proteolisi, gli amminoaci- 
di, vengono rilasciati dai lisosomi probabilmente 
attraverso trasportatori presenti sulla membrana li- 
sosomale. La proteolisi lisosomale può essere forte- 
mente incentivata dagli ormoni corticosteroidi glu- 
coattivi, da eccesso di ormoni tiroidei, dal diabete e 
dal digiuno. Essa è pure aumentata in tutte le condi- 
zioni in cui alcuni tessuti sono messi fuori uso (de- 
nervazione, traumi, ecc.) o diventano inutili (ad 
esempio l’utero ipertrofico dopo il parto). Rilascio 
di enzimi lisosomali, con conseguente azione pro- 
teolitica nei tessuti circostanti, può avvenire in mol- 
te malattie infiammatorie croniche, quali l’artrite 
reumatoide. 
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Proteolisi dipendente da ubiquitina. Molte pro 
teine vanno incontro a degradazione dopo essersi 
legate all’ubiquitina, proteina (PM 8.500) larga- 
mente diffusa negli eucarioti, donde il nome. 
Questo processo riguarda le proteine a rapido “tur- 
nover”, le proteine anomale, le proteine prodotte in 
quantità eccessiva o durante la maturazione cellula- 
re. La proteolisi dipendente da ubiquitina, che av- 
viene nel citoplasma, decorre in quattro tappe (Fig. 
19.20). Nella prima tappa l’ubiquitina con il proprio 
amminoacido C-terminale, la glicina, si tioesterifi- 
ca con l’enzima attivante l’ubiquitina, (E1 della fi- 
gura), passando attraverso l’intermedio ubiquitinil- 
adenilato. Il processo richiede ATP, che si scinde in 
AMP e Pi. Nella seconda tappa si forma l’ubiquiti- 
na legata alla proteina di trasporto (E2 della figu- 
ra). Nella terza tappa, catalizzata da una /igasi spe- 
cifica (E3 della figura) l’ubiquitina viene trasferita 
su amminogruppi liberi (particolarmente -NH) del- 
la lisina) della proteina destinata alla degradazione, 
previamente ancorata alla E3. Le proteine che pos- 
seggono, in posizione N-terminale, uno dei seguen- 
ti amminoacidi, metionina, serina, alanina, treoni- 
na, valina, glicina, cisteina, non vengono ancorate e 
quindi sfuggono al processo degradativo ubiquiti- 
na-mediato. Le proteine che hanno in posizione N- 
terminale un amminoacido acido (aspartato, glu- 
tammato), sono prima sottoposte alla reazione: 


Arg-tRNAA'9 


Arg-(Asp, Glu) 


A lu)-protei 
(Asp, Glu)-proteina proteina 


tRNAA'9 


catalizzata dalla Arg-1RNA-proteina arginina tran- 
sferasi, e quindi ubiquitinate. Nella quarta tappa 1l 
complesso proteina-ubiquitina viene degradato da 
un complesso proteasico ATP e Mg°*-dipendente, 
che idrolizza i legami peptidici della proteina e libe- 
ra l’ubiquitina. La proteasi (CF-3 della figura) deve 
essere preventivamente attivata dai fattori CF-1, 
CF-2 con i quali forma un complesso attivo di 26 S. 

Questo complesso multi proteico, chiamato pro- 
teasoma, ha il compito di dare inizio alla degrada- 
zione delle proteine poliubiquitinate (ma anche di 
altre proteine, per esempio durante l’apoptosi), 
frammentandole in peptidi che vengono poi degra- 
dati ad amminoacidi per opera di esopeptidasi cito- 
plasmatiche. Come esposto nella Fig. 19.21 il pro- 
teosoma, visibile al microscopio elettronico (Fig. 
19.21A), ha una struttura centrale cava all’interno 
(Fig. 19.21B), a barilotto (Fig. 19.21C), compren- 
dente quattro anelli sovrapposti, ciascuno composto 
da 7 unità interagenti a collana (Fig. 19.21D). I due 
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E1= enzima attivante l'ubiquitina. 
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Figura 19.20 Degradazione delle proteine attraverso il processo ubiquitino-dipendente 


anelli centrali sono costituiti da unità B e quelli 
esterni da unità o; sul lume interno della struttura a 
barilotto sono esposti i siti esercitanti la funzione 
proteolitica. Alle due estremità della struttura polia- 
nulare sono associati due ulteriori complessi, a fun- 
zione regolatoria, con sub-unità singolarmente de- 
putate ad una di queste funzioni: interagire con la 
proteina poliubiquitinata substrato, orientandola 
verso il lume della struttura a barilotto; generare 


l’energia necessaria per il dispiegamento della 
struttura terziaria della proteina da degradare; e 
operare il distacco della catena poliubiquitinata dal- 
la proteina da idrolizzare (attività deubiquinante). 


Proteolisi selettiva o limitata. Per proteolisi se- 
lettiva o limitata si intende la scissione di un parti- 
colare legame peptidico presente nella proteina, con 
distacco di un oligo- o polipeptide. Processi di que- 





Figura 19.21 Struttura del proteasoma 
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A: immagine di microscopio elettronico di un proteasoma (ratto); B: proteasoma visto dall'alto con evidenza del lume 
interno; C: proteasoma visto di lato; D: schema dell’organizzazione delle varie unità costituenti il proteasoma (da A. 
Fantoni et al., Biologia cellulare, Piccin Nuova Libraria, 2009). 


sto tipo, catalizzati da endopeptidasi specifiche, so- 
no operativi durante (a) /a maturazione post tradu- 
zionale, il trasporto intracellulare e la secrezione 
delle proteine (rimozione dei “peptidi segnale”) 
(vedi sopra), (b) /a produzione di enzimi o ormoni 
attivi da precursori inattivi (pro-enzima + enzima; 
pro-ormone + ormone); (c) le modificazioni (pro- 
teolitiche) di particolari proteine di membrana, tra 
le quali recettori di superficie; (d) /a parziale de- 
gradazione di proteine del citoscheletro e dell’ap- 
parato contrattile. Le peptidasi implicate negli 
eventi di cui in (a) e (b) sono enzimi citosolubili 0 
di membrana, spesso Zn-dipendenti, (e per questo 
anche chiamate metallo proteinasi) agenti a pH 
neutro. Le peptidasi coinvolte negli eventi di cui in 
(c) e (d), sono enzimi citosolubili, Ca?*-dipendenti, 
operanti a pH neutro, chiamati ca/paine. Ad elevate 
concentrazioni di Ca?* (mM) esse sono citosolubili 
ed operano su proteine del citosol o immerse nel ci- 
tosol (come microfibrille, microtubuli, microfila- 
menti); a basse concentrazioni di Ca?* (uM) esse 
vengono convertite (in qualche caso per auto-pro- 
teolisi) in forme che si associano alla membrana 
plasmatica, ed agiscono su proteine di membrana 
(quali recettori, proteina chinasi C). Pertanto l’atti- 
vità di queste proteasi è correlata con gli eventi che 
regolano la concentrazione dei Ca?* nel citosol, e 
quindi con alcuni fondamentali processi di trasdu- 
zione di segnali attraverso la membrana plasmatica. 
Le calpaine sono regolate da un inibitore specifico 
di natura proteica, la ca/pastatina. 

Proteolisi dipendente da caspasi. Le caspasi so- 
no enzimi proteolitici a bassa specificità che entra- 
no in azione quando la cellula va incontro ad apop- 
tosi. Esse richiedono la presenza di Ca?* e vengono 
specificamente espresse quando si mette in atto il 
programma apoptotico (vedi il Capitolo “Bio- 


chimica cellulare: apoptosi” per maggiori detta- 


gli). 
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INTRODUZIONE 


I processi biologici sono fondati su interazioni specifiche fra molecole: ciò ovvia- 
mente richiede che le molecole si “riconoscano” fra di loro. Le interazioni specifiche 
e sequenziali di triplette nucleotidiche sono la base per la duplicazione del DNA, la 
sua trascrizione in RNA e la sua traduzione in catene polipetidiche. Le proteine, con 
la varietà delle sequenze aminoacidiche e delle configurazioni strutturali che ne deri- 
vano, offrono una vastissima gamma di possibilità di interazioni specifiche: gli enzi- 
mi ne sono uno degli esempi più evidenti. La capacità di interazione degli acidi nu- 
cleici e delle proteine costituiscono ‘i/ primo e il secondo linguaggio della vita. 
glucidi, in virtù delle peculiari proprietà stereoisomeriche, della capacità di legarsi fra 
di loro con legami glicosidici e della possibilità di originare strutture ramificate, am» 
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eni a cin n 
Alcune proteine della membrana plasmatica portano numerose antenne di glicosilazione, spesso contenenti acido sia- 
lico, attraverso le quali protrudono oltre l'estensione media del glicocalice, riuscendo così a portare dominii polipep- 
tidici funzionali lontano dalla superficie cellulare. Come esempio sono riportati, in forma schematica, la leucosialina 
(glicoproteina leucocitaria) e il recettore delle LDL. Molto oltre il glicocalice “canonico” si estendono anche le cate- 
ne di acido polisialico (PSA) contenute nell’NCAM (molecola di adesione cellulare del tessuto nervoso), azionando 
come distanziatori cellulari e guida per il differenziamento neuronale. 

O: singola unità saccaridica; @ = : ceramide; 4° : acido sialico dissociato; P: fosfato. 


pliano le possibilità di interazioni specifiche. Con la 
decina di diversi monosaccaridi presenti nell’uomo 
si possono teoricamente ottenere milioni di compo- 
Sti, ciascuno con conformazione diversa e quindi 
con diversa potenzialità interattiva. Pertanto l’inse- 
rimento di porzioni glucidiche su proteine e lipidi, 
e quindi la presenza di g/icoconiugati, ha aggiunto 
ulteriori ed ampie opportunità interattive. Ciò costi- 
tuisce il “ferzo linguaggio della vita”. 

Le interazioni cui partecipano strutture glucidi- 
che sono di tipo g/ucide-glucide o glucide-proteina 
e sono basate su legami ad idrogeno, forze di van 
der Waals, forze ioniche attrattive o repulsive, affi- 
nità o meno per le molecole di acqua. Di grande ri- 
lievo è la collocazione delle strutture oligo/polisac- 
caridiche legate a proteine (glicoproteine) o lipidi 


(glicolipidi), sulla faccia esterna della membrana 
plasmatica donde il glicocalice. Alcuni di questi 
componenti possono sporgere anche molto oltre il 
normale volume del glicocalice e costituire antenne 
di riconoscimento e di distanziamento delle cellule 
(Fig. 20.1). Rilevante è pure la presenza di compo- 
nenti glicoproteici e glicolipidici nei “/ipid rafts” 
delle membrane. 

Le aree funzionali coinvolgenti i glicoconiugati 
- glicoproteine, glicolipidi, glicosamminoglicani e 
poliglicani particolari quali l’acido ialuronico - so- 
no quelle inerenti il comportamento sociale delle 
cellule (adesione cellulare, modulazione di recetto- 
ri), il “signaling” cellulare, il traffico intracellula- 
re di macromolecole, l’apoptosi, i riconoscimenti 
immunologici, il differenziamento cellulare. 


BIOSINTESI E CATABOLISMO DEI 
GLICOCONIUGATI 


Sede subcellulare degli eventi e 
reclutamento delle forme attive dei 
singoli saccaridi coinvolti 


I diversi monosaccaridi presenti nei glicoconiu- 
gati di mammiferi, in particolare nell’uomo, sono: 
glucosio (Glc), galattosio (Gal), mannosio (Man), 
N-acetilglucosammina (GleNAc), N-acetilgalatto- 
sammina (GalNAc), acido glucuronico (GIcA), aci- 
do iduronico (Glcl), fucosio (Fuc), xilosio (Xyl), 
acido sialico (acido N-acetilneuraminico, NeuAc)". 
Tra questi il GlcI si forma per isomerizzazione del 
GIcA a livello del glicoconiugato neo-sintetizzato. 
Alcune modificazioni nei saccaridi contenuti nei 
glicoconiugati, quali la de-acetilazione del GalNAc 
, l’introduzione di solfato (o fosfato) su resti di 
Glcl, GalNAc, GleNAc, Gal e Man, e la O-acetila- 
zione, N-glicolilazione o altre derivatizzazioni del- 
l’acido sialico, avvengono sul glicoconiugato neo- 
formato o un suo precursore. 

Come già illustrato nel Capitolo “Metabolismo 
dei glucidi” ogni unità saccaridica destinata ad es- 
sere incorporata nei glicoconiugati è resa disponibi- 
le nella forma attiva di nucleotide-saccaride. Le for- 
me nucleotidiche dei saccaridi presenti nei glicoco- 
niugati di mammifero sono riportate nella Tabella 
20.1. 

I nucleotide-saccaridi vengono biosintetizzati 
nel citosol, con l’unica eccezione del derivato nu- 
cleotidico del NeuAc che si forma nel nucleo per 
poi passare nel citosol. Ne/ citosol si forma pure la 
forma attiva del solfato, PAPS (‘“phosphoadenosin- 
fosfosulfate’’) che interviene in tutti 1 processi di 
solfatazione (Fig. 20.2). La biosintesi del PAPS si 
realizza in due tappe: nella prima, catalizzata da una 
ATP: solfato-adenil-transferasi, il resto adenilico è 
trasferito dall’ ATP al solfato con formazione di ade- 
nosilfosfosolfato (APS) e pirofosfato inorganico; 
nella seconda, catalizzata dalla ATP: APS fosfo- 
transferasi, il resto fosforico terminale dell’ ATP 
viene inserito sul C-3’ del ribosio dell’APS, con 
formazione di PAPS e ADP. Nel processo di solfa- 
tazione, catalizzata da so/foril-transferasi, 11 solfato 
è trasferito sull’accettore e si forma PAP che viene 
in seguito idrolizzato ad AMP e fosfato inorganico. 
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Tabella 20.I 


Forme attive nucleotidiche delle unità saccaridiche 
presenti nei glicoconiugati. 


ST (Glo) UDP-Glc 
Galattosio (Gal) UDP-Gal 
‘Aeido glucuronico (GlcA) UDP-GIcA I 


N-acetilglucosammina 
(GleN A 'UDP-GlcNAc 


Acido SE CMP.NeyAc 
(NeuAc) ; 


CMP-NeuGc 


E evidente quanto dispendiosa sia la solfatazione 
sotto il profilo energetico. 

La sede di biosintesi dei glicoconiugati è, in 
grande prevalenza, l’apparato del Golgi. Nel caso 
delle N-glicoproteine la fase iniziale del processo 
avviene nel reticolo endoplasmatico rugoso; l’aci- 
do ialuronico è invece sintetizzato a livello della 
membrana plasmatica. Le glicosil-transferasi im- 
plicate nei processi biosintetici sono inserite nella 
membrana degli organuli con il sito attivo rivolto 
verso il lume. Gli enzimi addetti alla biosintesi del- 
l'acido ialuronico sono invece inseriti nella mem- 
brana plasmatica col sito attivo esposto verso l’e- 
sterno della cellula. Le g/icosil-transferasi sono en- 
zimi dotati di altissima specificità: per il saccaride 
(Gle, Gal, ecc.), per la stereochimica del legame 
glicosidico formato (a- o [}-) e per la posizione del 
C del saccaride accettore (ad esempio legame 
1+2,1-30- o P-glicosidico, ecc.). Pertanto il gli- 
coconiugato in formazione passa da un organulo al- 








Acido N-glicolilneuraminco 
(NeuGc) 





* Il termine acido sialico verrà impiegato con riferimento non solo al NeuAc, che è la forma più diffusa, ma anche, in par 


ticolari casi, ad altre forme. 
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Figura 20.2 Processo di solfatazione dei glicoconiugati (Gal-ceramide, glicoproteine e glicosam- 


minoglicani): ruolo del PAPS o “solfato attivo” 


ZA II ninni nn 
1: solfato-adeniltransferasi; 2:ATP:APS fosfotransferasi (PAPS sintetasi); 3: PAPS: glicoconiugato solfato transferasi; 4: 
PAP fosfatasi. Il PAPS interviene come donatore di solfato anche in altri processi. 


l’altro (per esempio dal reticolo endoplasmatico ru- 
goso ad una cisterna Cis dell’apparato del Golgi, e 
quindi alle cisterne successive) per flusso vescico- 
lare. In altre parole i/ “substrato” in formazione mi- 
gra da un organulo all’altro fino ad interagire con 
l'enzima adatto a catalizzare la tappa successiva 
del processo biosintetico. 

La disponibilità dei nucleotide-saccaridi all’in- 
terno del reticolo endoplasmatico e dell’apparato 
del Golgi è assicurata da trasportatori (NST, 
“Nucleotide Sugar Transporters”) inseriti nelle 
membrane degli stessi organuli, con le porzioni C- 
e N-terminali esposte verso il citosol. Gli NST sono 
““antiporti’’ attraverso i quali il nucleotide-saccaride 
entra nell’organulo e equimolarmente esce il nu- 
cleoside monofosfato corrispondente (Fig. 20.3). 
Nel caso degli UDP- e GDP- saccaridi, l’UDP e il 
GDP che si liberano a seguito delle reazioni di gli- 
cosilazione vengono idrolizzati in UMP e GMP, ri- 
spettivamente, e a fosfato inorganico ad opera di 
nucleoside difosfato-fosfatasi, inserite nella mem- 
brana dello stesso organulo, col sito attivo che si af- 
faccia sul lume. Il fosfato inorganico viene espulso 
attraverso una permeasi (Fig. 20.3). Alcuni NST so- 
no specifici per singoli nucleotide-saccaridi, quali il 


trasportatore per il CMP-NeuAc, per il GDP-Fuc e 
per UDP-Glc. Altri invece possono operare il tra- 
sporto di più nucleotide-saccaridi: esempi sono il 
trasportatore per UDP-Gal/UDP-GaINAc, per 
UDP-Xyl/UDP-GlIeNAc, e per UDP-GlcA/UDP- 
GalNAc/UDP-GleNAc. Quanto alla sede operativa, 
gli NST del CMP-NeuAc e GDP-Fuc sono colloca- 
ti nell’apparato del Golgi, quello dell’UDP-GlcA 
nel reticolo endoplasmatico, e quelli dell’UDP-Xyl, 
UDP-GleNAc, UDP-Glc e UDP-GalNAc in en- 
trambi gli organuli. 

Nelle prime tappe della biosintesi delle proteine 
N-glicosilate (vedi oltre) il rifornimento di donato- 
ri di Man e Gle all’interno del reticolo endoplasma- 
tico è basato su un meccanismo diverso. Essi ven- 
gono trasferiti sul dolicolo-fosfato con il residuo 
polare posizionato sulla faccia citosolica della 
membrana reticolare, a partire da GDP-Man e 
UDP-Glc e liberazione di GDP e UDP rispettiva- 
mente. Le reazioni sono catalizzate da glicosil-tran- 
sferasi specifiche a sede citosolica. Il dolicolo-P- 
Man, come pure il dolicolo-P-Glc, vanno quindi in- 
contro a “flip-flop” entro la membrana portando 
l’estremità glicosilata nel lume dell’organulo. Il re- 
siduo saccaridico viene quindi trasferito sulla N-gli- 
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Figura 20.3 Illustrazione schematica del sistema di trasporto dei difosfonucleotide-saccaridi (mo- 
nofosfonucleotide per l'acido sialico) dal citosol al lume interno del reticolo endoplasmatico e del- 


le cisterne dell'apparato del Golgi 


1: difosfonucleotide fosfatasi; 2: permeasi del P);. 


coproteina nascente ad opera di mannosil-transfera- 
si e glucosil-transferasi specifiche, e il dolicolo-fo- 
sfato ricollocato con l’estremità polare sulla faccia 
esterna della stessa membrana sempre per ‘“flip- 
flop”. 

Anche il PAPS viene trasferito dal citosol all’ap- 
parato del Golgi attraverso un trasportatore di mem- 
brana che lo scambia con AMP (Fig. 20.3). 


METABOLISMO DELLE 
GLICOPROTEINE 


Biosintesi delle N-glicoproteine 


La biosintesi delle N-glicoproteine ha inizio nel 
reticolo endoplasmatico rugoso, quando la forma- 
zione del polipeptide è ancora in atto, e si conclude 


nell’apparato del Golgi. Essa avviene attraverso le 
seguenti 4 tappe. 


I tappa: biosintesi di un precursore oligosacca- 
ridico legato al dolicolo. Il dolicolo, biosintetizzato 
per polimerizzazione di unità isoprenoidi, viene in- 
nanzitutto fosforilato ad opera di una chinasi; suc- 
cessivamente un resto di GIcNAc-fosfato è trasferi- 
to dall’UDP-GlceNAc al dolicolo-fosfato, con inter- 
vento di una transferasi specifica, e si forma doli- 
colo-pirofosfo-GIcNAc (Fig. 20.4), con liberazione 
di AMP. Ciò avviene sulla faccia luminare del reti- 
colo endoplasmatico rugoso. 

Alla GleNAc vengono aggiunti un altro residuo 
di GlcNAc (legame 1-4f-glicosidico) e 1 residuo 
di mannosio (legame 1-4f-glicosidico), per azio- 
ne di glicosil-transferasi specifiche che utilizzano 
come donatori UDP-GleNAc e GDP-Man, rispetti» 
vamente. Il Man così inserito è il Man “centrale” 0 
B-Man. 
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Successivamente vengono aggiunti resti di man- 
nosio e di glucosio con intervento di mannosil-tran- 
sferasi e glucosil-transferasi specifiche e, come do- 
natori, di dolicolo-P-Man e dolicolo-P-Glc, resi di- 
sponibili nel lume reticolare come sopra descritto. 
Si forma la struttura oligosaccaridica ramificata in- 
dicata come “A” nella Fig. 20.4 (A). 


II tappa: trasferimento dell’oligosaccaride al 
polipeptide nascente. L'intero oligosaccaride lega- 
to al dolicolo-pirofosfato viene trasferito “in bloc- 
co” sull’azoto amidico di un resto di asparagina del 
polipeptide ancora in crescita, ad opera di una o/i- 
goglicosil-transferasi, con formazione della glico- 
proteina nascente e liberazione di dolicolo-difosfa- 
to (Fig. 20.4A). I residui di asparagina utilizzati co- 
me accettori fanno parte di sequenze ASN-X-Ser o 
ASN-X-Thr, dove X può essere un qualsiasi ammi- 
noacido tranne la prolina e forse l’aspartato. Il doli- 
colo-difosfato viene idrolizzato a dolicolo-P (che 
viene così riciclato) ad opera di una pirofosfatasi. 
L’oligoglicosil-ASN-proteina formato (composto 
“B” della Fig. 20.4A) è il precursore comune di tut- 
te le N-glicoproteine. 

III tappa: rimozione di alcune unità saccaridi- 
che dal precursore. Dal precursore neoformato 
vengono rimosse tutte le unità di Glc, ad opera di 
due 0-glucosidasi (a-glucosidasi del reticolo endo- 
plasmatico I e II), e alcune unità di Man per inter- 
vento della 0-/-2-mannosidasi I con formazione 
dell’intermedio, indicato come “C” nella Fig. 20.4. 
La rimozione delle unità periferiche di glucosio fa 
parte del “controllo di qualità” della biosintesi del- 
le N-glicoproteine. All’operazione partecipa, oltre 
alle a-glucosidasi, anche un “chaperon”, la ca/nexi- 
na. Se la N-glicoproteina nascente non ha raggiun- 
to un adeguato “folding”, la rimozione del glucosio 
rimane incompleta: ciò provoca l’intervento di una 
proteasi che provvede alla degradazione della stes- 
sa N-glicoproteina. L’anomalia viene così rimossa. 
L’intermedio ‘“C” si forma concomitantemente al 
completamento della biosintesi del polipeptide. 


IV tappa: maturazione della glicoproteina per 
glicosilazioni specifiche. L’intermedio “CC” viene 
trasferito, per trasporto vescicolare, al cis-Golgi, do- 
ve avviene l’inserimento di GlcNAc sul Man a1-3 


legato al B-Man per opera della G/cNAc-transferasi 
I. Al prodotto (intermedio “D” della Fig. 20.4A) può 
essere aggiunta GIcNAc ancora al B-Man, con lega- 
me l+ 4 glicosidico per intervento della G/cNAc 
transferasi III e formazione del composto “E” della 
Fig. 20.4A. Da ricordare che nella stessa sede (cis- 
Golgi) avviene la fosforilazione in C6 di alcuni resti 
di mannosio contenuti dagli enzimi lisosomali na- 
scenti (essi stessi glicoproteine) con inserimento dap- 
prima della GIcNAc-P, catalizzato da una G/cNAc-P 
transferasi e intervento di UDP-GIcNAc come dona- 
tore, e quindi di una 0-N- acetilglucosaminidasi che 
rimuove l’esosamina, come descritto nel Capitolo 
“Biosintesi delle proteine”. Si forma così la struttura 
riconoscibile da parte del recettore del Man-6-P con 
conseguente gemmazione di una vescicola contenen- 
te la N-glicoproteina pre-lisosomale. 

L’intermedio “D” si inserisce nel flusso vescico- 
lare cis-Golgi, Golgi mediano, trans-Golgi e rete 
golgiana e va incontro a glicosilazioni con aggiunta 
di residui di GlcNAc, Gal, Fuc e NeuAc, e produ- 
zione delle catene oligosaccaridiche finali caratteri- 
stiche delle diverse N-glicoproteine. Alcune di que- 
ste N-glicoproteine sono presentate nella stessa Fig. 
20.4 allo scopo di illustrare i vari legami glicosidi- 
ci che vengono formati: Gal B1-4 GleNAc, 
GIcNAc[B1-4 Gal, Fuc a 1-6 GleNAc, NeuAc & 2- 
3 Gal, NeuAco 2-6 Gal, GIcNAcPB1-4Man. Fuc e 
NeuAc sono sempre in posizione terminale e il loro 
inserimento impedisce l’ulteriore allungamento 
della catena in cui sono inseriti. La N-glicoproteina 
matura è alla fine trasportata, entro vescicole, alla 
membrana plasmatica. A seguito della fusione le N- 
glicoproteine libere nel lume dell’apparato reticola- 
re e delle vescicole si liberano nel fluido extracellu- 
lare; mentre le N- glicoproteine con la parte protei- 
ca fin dall’inizio ancorata alla membrana reticolare 
e vescicolare si ritrovano collocate sulla faccia 
esterna della membrana plasmatica. 

La biosintesi delle N-glicoproteine è riassunta 
schematicamente nella Fig. 20.5. 


Da quanto sopra descritto risulta la presenza in 
pressoché tutte le N-glicoproteine del disaccaride 
Gal B 1-4GlcNAc (N-acetillattosamina) e in molte 
di esse di sequenze di N-acetillattosamina legate fra 
di loro con legame [3 1-3 glicosidico: 


Fig. 20.4 (A) Schema generale del processo di biosintesi delle N-glicoproteine con indicazione de- 


gli enzimi e dei nucleotide-saccaridi coinvolti 


x 


Dolicolo: Dol: 1: Dolicolo sintetasi; 2: Dolicolo chinasi; 3: Dolicolo GalNAc-1-fosfatotransferasi; 4: GalNAc transfe- 
rasi; 5: Man-transferasi (Man-P-Dol dipendente); 6: Glc transferasi, Glc-P-Dol dipendente; 7: oligoglicosil-transfera- 
si; 8: glicosidasi | e Il del reticolo endoplasmatico; 9: a-1,2 mannosidasi del reticolo endoplasmatico; 10: GlcNAc- 
transferasi |; 11: a-mannosidasi Il dell'apparato del Golgi; 12: GlcNAc-transferasi III; 13: GlcNAc-transferasi Il; 14: 
B 1-4 Gal-transferasi; 15: 2-6 NeuAc-transferasi; 16: GlcNAc-transferasi IV; 17: GlcNAc-transferasi V; 18: P-P-Dol 


fosfatasi. 
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Mano a" GDP-Fuc GDP Manc.1 De 
pe: Manco1 De 58 Mano1 De 
Mana.i Manp1-4R Mana.1 Manf1-4R 
GIcNAc B1-2Mano1 ?° GIcNAc B1->2Mano1? 
a1-6 
Fuc 
Fuc 
ca 
GIcNAC BI UDP - GlcNAc, NeuAc2+ 3Gal 14 4GlcNAc f1+ 3Gal p1- 4GlcNAc p1+ 8Gal B1+ 4GleNAc pi di 
de UDP - Gal UDP 
GicNAo 12 min" Gal B1- 4GloNAc f1+ Gal 1 4GicNAc p1- 3Gal B1- 4GlcNAc B1?° 
GIENAGI=A, i lente» 5Gal B1+ 4GlcNAc p1+ 3Gal B1- 4GicNAc f1- 3Gal B1- 4GlcNAc Bi 
Manon GDP “Fuc, ‘UpP al B1- 4GlcNAc B1+ 3Gal B1- 4GlcNAc B14 3Gal B cNAG BI, 
GlcNAc }17 CMP - NeuAc 


NeuAc2+ Gal B1-+ 4GlcNAc B1+ 3Gal f1- 4GlcNAc f1- 3Gal p1- 4GlcNAc p1?°" 
Co) f 01-3 f01-3 f01-3 
Fuc Fuc Fuc 
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x 
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Figura 20.4 (B) Esempi di processi di fucosilazione e sialilazione e di formazione di unità ripetiti- 


ve di N-acetillattosammina (in rosso) 


19: a 1- 6-Fuc-transferasi; 20: B 1-3 GlcNAc-transferasi; B 1-4 Gal-transferasi; a 1-3 Fuc-transferasi; a 2-3 e a 2- 


6 NeuAc-transferasi (in rosso). 
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presente o l’una o l’altra porzione 
proteica); R: recettore del Man-6-P; 


(GalB1-4GIcNAc)B1-3 (GalB1-4GIcNAc)B1-3 etc. 


SI tratta delle “poli N-acetillattosamine”, costi- 
tuite molto comunemente da 5 unità ripetitive ma 
che possono giungere anche a 15 in una singola 
“antenna” delle N-glicoproteine, come nel caso del- 
la “Banda 3” della membrana eritrocitaria. 
L’inserimento di poli-Nacetillattosammine è preva- 
lente sulla catena laterale (antenna) inserita sul re- 
sto di o.-Man attaccato sul C-6 del B-Man, e le N- 
glicoproteine tetra-antennali sono gli accettori pre- 
feriti per queste estensioni. Si ritiene che responsa- 
bili di questi allungamenti sia una particolare B 1-3- 
GlceNAc-transferasi (‘extension enzyme”), che ope- 
ra in tandem con la pb 1-4-Gal-transferasi: 1’“exten- 
sion enzyme” riconosce la struttura terziaria della 
proteina in corso di N-glicosilazione, e prolunga il 
soggiorno biosintetico nel Golgi. Da notare che la 
Banda 3 della membrana eritrocitaria è ricca di po- 
li-N-acetillattosammine a differenza della glicofori- 
na che non lo è affatto a dimostrazione dell’impor- 
tanza del riconoscimento della struttura proteica co- 
me accettore di questo tipo di glicosilazione. 

Le sequenze poli-Nacetillattosamminiche pos- 
sono essere lineari o ramificate: 


Gal Gal 
|< p1-4 | 
GleNAc GlcNAc 
| B1-3 «——__—_ 
Gal Gal — GlicNAc = - - - 
GIlcNACc GIlcNAc 
Gal Gal — GicNAc e - - - 
GlcNAc GIleNACc 
Gal Gal —T GiIcNAc -e - - - 
GIleNAc GIlcNAC GIcNAC 
Gal Gal GICNAC e - - - 
| | 618 
GIlcNACc GlicNAc agro 
Man-R Man-R 


##* In qualche caso è il Gal o il Man a legarsi al polipeptide. 
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Biosintesi delle O-glicoproteine 


La biosintesi delle O-glicoproteine avviene nel- 
l’apparato del Golgi. Essa inizia con l’inserimento di 
GalNAc su un residuo di serina o treonina del polipep- 
tide di neo-sintesi, ad opera di una Ga/NAc-transfera- 
si specifica e utilizzando come donatore UDP- 
GalNAc”. Il legame che si forma è a-glicosidico. 
Successivamente si può avere inserimento sulla 
GalNAc di Gal o GleNAc con formazione, rispettiva- 
mente, di Gal B 1-3 GalNAc @ 1-Ser/Thr-proteina 0 
GleNAc p 1-3 GalNAc a-Ser/Thr-proteina con inter- 
vento di una Ga/-transferasi o GleNAc-transferasi 
(Fig. 20.6). Si procede quindi con aggiunte di GIcNAc 
e di Gal, come illustrato nella stessa Fig. 20.6, con for- 
mazione di strutture ramificate. Le reazioni sono cata- 
lizzate da glicosil-transferasi specifiche. 

Nel corso dell’iter biosintetico su resti di Gal e 
di GleNAc può essere inserito acido sialico con le- 
game € 2-3- 0 0-2-6-glicosidico con intervento di 
specifiche sia/i/-transferasi. Con l’aggiunta di aci- 
do sialico la catena oligosaccaridica non può più es- 
sere soggetta ad ulteriore allungamento. Anche Fuc 
può essere inserito su residui di GleNAc o Gal con 
legame a 1-3 o & 1-6 glicosidico ad opera di 


fucosil-transferasi. Si formano così le forme anche 


più complesse di O-glicoproteine, tra le quali, negli 
eritrociti, le sostanze di gruppo sanguigno. Possono 
esser pure presenti sequenze ripetitive di N-acetil- 
lattosammine. 

Anche nel caso delle O-glicoproteine il polipep- 
tide di neo-sintesi può essere libero nel lume del- 
l’organulo e delle vescicole di trasporto, e la O-gli- 
coproteina verrà estrusa dalla cellula come prodot- 
to di secrezione, oppure essere ancorato alla mem- 
brana dell’organulo e, a seguito della fusione della 
ultima vescicola di trasporto con la membrana pla- 
smatica, disporsi verso l’ambiente extracellulare. 


Catabolismo delle N-glicoproteine 
e delle O-glicoproteine 


Il catabolismo delle N-, e O-glicoproteine avvie- 
ne normalmente entro i lisosomi, e richiede quindi 
il previo inglobamento nei lisosomi del materiale da 
degradare per endocitosi, o fusione di organelli in- 
tracellulari con gli stessi lisosomi. La porzione po- 
lipeptidica delle glicoproteine viene degradata da 
endo- ed esopeptidasi di tipo catepsinico. La rottu- 
ra dei legami peptidici è operata prima o in conco- 
mitanza con l’attacco idrolitico sulla catena oligo- 
saccaridica. Il processo degradativo della porzione 
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UDP-GalNAc © 
iù UDP 


GalNAca1-Ser/Thr-P 
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UDP 
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\6 
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3 
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Galp1-3GalNAco1-Ser/Thr-P 
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6 
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3 
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6 
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© Galp1 
CMP-NeuAc 
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GalB1-4GICNACcL1 
| 2-3 \6 
NeuAc GalNAco1-Ser/Thr-P 
9 
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| 012-3 
NeuAc 


NeuAca2-3 (GalB1-4GIcNAc[1-3), GalB1-4GlcNacp1 


6 
GalNAcc1-Ser/Thr-P 


NeuAca2-3 Galpi 


Figura 20.6 Rappresentazione schematica del processo di biosintesi di alcune O-glicoproteine con 
indicazione degli enzimi implicati nelle singole reazioni e dei nucleotide-saccaridi coinvolti come 


donatori glicosilici 


1: a-GalNac-transferasi; 2: BP 1-3GlcNAc-transferasi; 3: B 1-6 GlcNAc-transferasi; 4: Gal-transferasi; 5: B 1-3 Gal- 
transferasi; 6: B1-6 GalNAc-transferasi; 7: B1-4 Gal-transferasi; 8: a 2-3 NeuAc-transferasi; 9: B 1-3 GlcNAc-tran- 
sferasi + B 1-4 Gal-transferasi in accoppiata (N-acetillattosammina polimerasi ); 10: a 2-3 NeuAc-transferasi 


saccaridica prevede l’intervento sequenziale di dif- 
ferenti glicosidasi (sialidasi, o-fucosidasi, a- e B- 
mannosidasi, a- e B-galattosidasi, a- e B-N-eso- 
samminidasi, ecc.) che staccano i resti glicidici di 
competenza a partire dalle estremità non riducenti. 
Si giunge all’asparagina nel caso delle N-glicopro- 
teine, e alla serina o treonina nel caso delle O-glico- 


proteine (Fig. 20.7). Per le N-glicoproteine sono 
operativi altri due procedimenti. Nel primo inter- 
viene una aspartil-N-acetilglucosamminidasi (0 
glucoammidasi) che rompe il legame fra oligosac- 
caride e polipeptide, liberando ammoniaca e l’oli- 
gosaccaride: 
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O-GLICOPROTEINE 
NeuAc 

02-3 | «- sialidasi 
Gal 





CH0H ni uu “- 
n NH-C— CH? — Ch pI1- | to RR 
OH NH GicNAc 
RB-@9 | o.-fucosidasi 
B1-3Ì = [-esosamminidasi 
NH Gal dela NeuAc 
| p1-4 | =— f-galattosidasi PE 
c=o0 0.2-3 | sialidasi 
du i GicNAc —8.esosamminidasi _SA 
3 
B1-6 B1-3 
Gallac 
CHo5OH > B-galattosidasi 
6=0 o-esosamminidasi 
o Ho, p_T VM Ser/Thr MANN 
a + ‘C-Ho—GH A die 
lE Proteasi 
lab $ N-GLICOPROTEINE 
C=0 NeuAc NeuAc 
| a2-3/6 | -— sialidasi —» | 012-3/6 
CHg Gal Gal 
Quest'ultimo viene quindi idrolizzato analoga- B1-4 | <«--galattosidasi > | B1-4 
mente a quanto avviene nella prima via, con acido Reni AC briciasi “gr ò 
aspartico che rimane attaccato al peptide. Il secon- B1- vin =<b-esosammini mila", i 
do procedimento prevede dapprima la rottura del le- o.-mannosidasi 
game B1-4 glicosidico (legame chetobiosidico) o1-3 AT Da o1-6 
fra i due resti di GlcNAc contigui all’aspargina, ca- 
talizzato da una endo-N-acetilglucosamminidasi GIcNAc Man 
(detta anche endochetobioasi), e quindi l'intervento 2 B1-4_ | B1-4-- B-mannosidasi 


B-esosamminidasi GIcNAc 
a1-6 | BI-4-@Nd08- 
GleNAc esosamminidasi 


delle eso-g/icosidasi che idrolizzano l’oligosaccari- 
de liberato, e di una B-N-acetilesosamminidasi che uo 
stacca la GIcNAc dalla asparagina: A 

a-fucosidasi 





=— aspartil-B- 





esosamminidasi 
R—- Man WWW AspwWwWwWw x 
Pc sali 
Man — GIicNAc— GIicNAc — NH- Asp e 
R;_ Man Figura 20.7 Sequenza delle tappe degradative 


di O-glicoproteine e N-glicoproteine, ed indica- 
zione degli enzimi che catalizzano le corrispon- 
R-Man denti reazioni 


Man — GIcNAc + GieNAc — NH- Asp La sequenza inizia dai resti saccaridici in posizione termi- 
R.- Man nale (per esempio, NeuAc) e prosegue fino alla 
1 1 i i . ; sala 
serina/treonina per le O-glicoproteine e all’asparagina 
per le N-glicoproteine. La degradazione della parte pro- 
aspartil teica delle glicoproteine, operata da proteasi, può an- 
N-acetil- che avvenire in concomitanza con la degradazione della 
GicNAc+H,N — As 9 


3 glucosamminidasi parte saccaridica. 
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Malattie da carenza genetica di 
enzimi implicati nel metabolismo 
delle N-glicoproteine e 
O-glicoproteine 


Patologie umane da difetti 
congeniti del catabolismo delle 
N- e O-glicoproteine 


La carenza, geneticamente determinata, di uno 
degli enzimi lisosomali richiesti per la completa de- 
molizione delle N- e O-glicoproteine, causa altera- 
zioni lisosomali, patologia cellulare e, di conse- 
guenza, sindromi cliniche. Sul piano biochimico- 
patologico queste sindromi sono caratterizzate da 
accumulo intracellulare ed aumentata escrezione 
urinaria dei prodotti derivanti dalla parziale degra- 
dazione degli oligosaccaridi delle glicoproteine 
(Fig. 20.8). 

Sono note le seguenti sindromi, riscontrabili nel- 
l’uomo, dovute a disordini di origine genetica del 
catabolismo delle glicoproteine: 


o-Mannosidosi. Malattia autosomale recessiva, 
è dovuta alla deficienza della a-mannosidasi liso- 
somale, e caratterizzata dall’accumulo ed elevata 
escrezione urinaria di oligosaccaridi ricchi in man- 
nosio. La forma infantile, più severa, presenta rapi- 
do e progressivo ritardo mentale, epatosplenomega- 
lia, disostosi, e morte fra 1 3 e 12 anni. 


B-Mannosidosi. È una malattia autosomale re- 
cessiva, derivante dalla mancanza di f-mannosida- 
si. E caratterizzata, sul piano biologico, da accumu- 
lo e aumentata escrezione urinaria di ManB1-4 
GleNAc e, sul piano clinico, da un quadro ancora 
non del tutto definito, con stato epilettico, quadri- 
plegia severa, e morte precoce. 


o-Fucosidosi. Questa malattia autosomale re- 
cessiva, rara, ma particolarmente frequente in Italia 
(Calabria), deriva da deficit di o.-fucosidasi, con ac- 
cumulo tissutale ed elevata escrezione urinaria di 
glicopeptidi, glicolipidi ed oligosaccaridi ricchi in 
fucosio. Le forme più severe presentano ritardo psi- 
comotorio, ritardo nella crescita, disostosi multiple, 
angiocheratoma, ed aumentata escrezione di cloru- 
ro sodico nel sudore. 


Sialidosi (0 Mucolipidosi I). Si tratta di un in- 
sieme di malattie autosomiche recessive, caratteriz- 
zate da elevata (talora elevatissima) escrezione uri- 
naria di acido sialico, sialopeptidi e sialooligosac- 


caridi. Sul piano clinico i segni più salienti delle 
forme gravi sono visceromegalia, disostosi multi- 
ple, ritardo mentale, mioclono generalizzato. Le 
sialidosi possono aver varie cause. Una causa è la 
deficienza del trasportatore lisosomale che permet- 
te la fuoriuscita dai lisosomi di NeuAc, prodotto 
dalla degradazione delle sialoglicoproteine e dei 
sialoglicolipidi (la malattia corrispondente è chia- 
mata “malattia di Salla”). Un’altra causa è il defi- 
cit di sialidasi lisosomale, che può essere associato 
a deficit di }-galattosidasi. In quest’ultimo caso il 
deficit non riguarda direttamante 1 due enzimi, Q- 
sialidasi e }-galattosidasi, ma una proteina chape- 
ronica ad essi associata con funzione attivatoria. 


Aspartilglucosamminuria. È pure una malattia 
(molto rara) autosomale recessiva, riscontrata pri- 
mariamente in Finlandia, caratterizzata da accumu- 
lo ed escrezione urinaria di aspartil-N-acetilgluco- 
samina. Essa è provocata da deficit dell’enzima 
aspartil-N-acetilglucosamminidasi. 


Patologie umane da difetti 
congeniti della biosintesi di 
N- e O-glicoproteine (CDG, 
“Congenital disorders of 
Glycosylation”) 


Sono note sindromi congenite molto rare, dovu- 
te a difetti nella biosintesi delle N- e O-glicoprotei- 
ne. I difetti concernono enzimi implicati nei proces- 
s1 biosintetici, oppure trasportatori di nucleotide- 
saccaridici dal citosol al reticolo endoplasmatico o 
all’apparato del Golgi. 

Si distinguono: 


(A) Difetti congeniti della biosintesi 


delle proteine O-glicosilate, dovute a 
deficit enzimatici 


(a) Difetti della biosintesi delle proteine O-gli- 
cosilate, tipo mucine. 

Deficit di UDP-GalNAc + polipeptide GalNAc- 
transferasi 3 che trasferisce GalNAc su Ser/Thr di 
polipeptidi. La secrezione delle cellule epiteliari ri- 
sulta anomala. E presente nei pazienti affetti da cal- 
cinosi tumorale famigliare. 

(b) Difetti nella biosintesi di proteine-O-glico- 
silate tramite il galattosio. 

Deficit di /isina-idrossilasi 1, che introduce sul- 
la lisina il gruppo —OH necessario per la successiva 
glicosilazione tramite Gal. Presente nei pazienti af- 
fetti da Sindrome di Ehlers-Danlos, tipo VIa. 
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Man 
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Figura 20.8 Rappresentazione schematica dei mono- e oligosaccaridi e glicoproteine più abbon- 
danti che si accumulano nei tessuti e vengono escreti in più o meno elevata quantità nelle urine 
di pazienti affetti da malattie ereditarie da difetti di degradazione delle glicoproteine (in partico- 


lare N-glicoproteine) 
n iO inni 


(c) Difetti nella biosintesi di proteine-O-glicosi- 
late tramite il mannosio (anomalia nella formazio- 
ne di &-distroglicano): - Deficit della O-Man-tran- 
sferasi che inserisce Man su residui di serina /treo- 
nina. È presente nei pazienti affetti da sindrome 
miodistrofica di Walker-Warburg (WWS) e da di- 
strofia muscolare ‘“/imb-girdle” (LGMD2K); - 
Deficit della O-Man-B 1-2-GleNAc-transferasi-1, 


che catalizza il trasferimento di GleNAc sul Man 
legato alla proteina. È presente nei pazienti affetti 
da malattia muscolo-occhio-cervello (MEB); - 
Deficit della proteina simile alla GlcNAc-transfera- 
si (acronimo: LARGE) che inserisce GIeNAc sul 
Man dell’a-distroglicano. È presente nei pazienti 
affetti da distrofia muscolare congenita tipo 1C 
(MDCIC) ma anche da distrofia muscolare conge 
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nita di tipo Fukuyama (FCMD), MEB, WWS e 
LGMD2K. 

(d) Deficit della Gal-transferasi (B4GALTI), 
che catalizza l’addizione di Gal alla GIcNAc con le- 
game [ 1-4 glicosidico. Si presenta nei soggetti af- 
fetti da CDG-IId, sindrome caratterizzata da ritardo 
mentale, microencefalia, miopatia e difetti nella co- 
agulazione del sangue. 

(e) Difetti della sialilazione di proteine O-glico- 
silate. 

Deficit combinato della UDP- G/eNAc epimera- 
si e della ManNAc chinasi, enzimi chiave della bio- 
sintesi del NeuAc. Questo difetto interessa la siali- 
lazione delle proteine O-glicosilate ma non delle 
proteine-N-glicosilate. Si presenta nei pazienti af- 
fetti da miopatia ereditaria da corpi di inclusione 
(hIBM), da miopatia distale con vacuoli orlati 
(DMRV) e nella sialuria. 

(f) Deficit della proteina legante il GTP, coin- 
volta nel trasporto delle proteine (e glicoproteine) 
dal reticolo endoplasmatico all’apparato del Golgi. 
Si presenta nei pazienti affetti da malattia di riten- 
zione di chilomicromi (CMRD), malattia di 
Anderson e CMRD associata a sindrome di 
Marinesco-Sjògren. 

(2) Deficit della fosfomannosio mutasi che con- 
verte il Man-6-P in Man-1-P, precursore del GDP- 
Man. E presente nei pazienti affetti da CDG Tipo 
IA. La sindrome è severa. 

(h) Deficit della fosfomannosio isomerasi che 
converte il Fru-6-P in Man-6-P. È presente nei pa- 
zienti affetti da CDG Tipo IB. La sindrome è molto 
severa. 


(B) Difetti congeniti della biosintesi 
delle proteine O-glicosilate e 
N-glicosilate dovute a deficit enzimatici 


(a) Deficit delle Fuc-transferasi 1 e 2 che cata- 
lizzano l’addizione di un Fuc al Gal con un legame 
o 1-2 glicosidico, legame che costituisce un deter- 
minante H precursore degli antigeni di gruppo san- 
guigno A e B. I soggetti affetti da questa deficienza 
congenita- che non ha però fenotipo patologico — 
sono quindi privi del determinante H e sono porta- 
tori del gruppo sanguigno Bombay e para-Bombay. 

(b) Deficit della 1- 3/4-Fuc-transferasi, che ca- 
talizza l’addizione di Fuc al Gal con un legame @ 1- 
3 0 & 1-4 glicosidico. Questi legami costituiscono, 
rispettivamente, 1 determinanti Lewis di tipo 1 (Le? 
e Le" e di tipo 2 (Le* , sLe* e Le”). I soggetti por- 
tatori di questo deficit, non accompagnato da feno- 
tipo patologico, sono “Lewis-null” (Le?) 


(C) Difetti congeniti della biosintesi delle 
proteine O-glicosilate e N-glicosilate 
dovute a deficit enzimatici di 
trasportatori di nucleotide-saccaridi 


(a) Deficit del trasportatore GDP-Fuc/GMP 
nell’apparato del Golgi, che consente l’ingresso di 
Fuc nello stesso organello. In questa deficienza 
mancano i determinanti antigenici di gruppo san- 
guigno A, B, H, Le, Le®, Le’, Le*, sLe*, Le”. Si 
tratta della CDG-IIc, sindrome molto severa, deno- 
minata anche ‘“Deficienza di adesione 
leucocitaria”. 

(b) Deficit del trasportatore CMP-NeuAc / 
CMP dell’apparato del Golgi, che consente l’in- 
gresso del CMP-NeuAc nello stesso organello. E 
presente nei pazienti affetti da CDG-IIf, sindrome 
emorragica cutanea e retro oculare. 

(c) Deficit della subunità 7 del complesso COG 
che associa gli antiporti CMP-NeuAc/CMP e UDP- 
Gal/UMP, rispettivamente alla sialil-transferasi e 
alla Gal-transferasi. Si presenta nei pazienti (rarissi- 
mi) affetti da CDG-IIc , sindrome molto severa e 
precocemente mortale. 


I disordini congeniti delle glicosilazioni (CDG) 
hanno caratteristiche cliniche comuni: sviluppo ri- 
tardato e non florido, lipodistrofie diffuse, anorma- 
le adiposità nella regione pubica, versamenti peri- 
cardici, disfunzioni epatiche, ipotonia, ipoplasia ce- 
rebellare, attacchi epilettici, precoce strabismo che 
evolve in retinopatie, coagulopatie, bassi livelli 
ematici di tiroxina e delle globuline leganti tiroxina. 


METABOLISMO DEI 
GLICOSAMMINOGLICANI E DEI 
PROTEOGLICANI 


Biosintesi dei glicosamminoglicani 
e dei proteoglicani 


Si è visto (vedi il Capitolo Glucidi)) che 1 glico- 
samminoglicani sono le strutture eteropolisaccari- 
diche (polimeri di unità disaccaridiche), lineari e ad 
elevato PM, ancorate alla porzione polipeptidica 
dei proteoglicani. Il polipeptide varia da un proteo- 
glicano all’altro, e ciascun polipeptide può legarsi a 
catene di uno o più tipi di glicosamminoglicani. Tra 
i proteoglicani che funzionano da organizzatori del- 
la matrice extracellulare, l’aggrecano porta catene 
di cheratansolfato e condroitinsolfato, la decorina 
e il biglicano condroitinsolfato e dermatansolfato, e 
la fibromodulina cheratansolfato. Tra i proteoglica- 
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ni legati alla membrana plasmatica, verosimilmente 
coinvolti nella regolazione di alcuni processi di ri- 
cezione e trasmissione di segnali transmembrana, 1 
sindecani, il CD44 e il beta-glicano, portano epa- 
ransolfato e condroitinsolfato. 

La porzione proteica dei proteoglicani è biosin- 
tetizzata nel reticolo endoplasmico e trasferita nel- 
l’apparato del Golgi, prospiciente il lume dell’orga- 
nulo. Nell’apparato del Golgi avvengono le glicosi- 
lazioni, catalizzate da glicosiltransferasi specifiche 
in presenza dei nucleotide-saccaridi come donatori 
di glicosili. Terminata la glicosilazione il proteogli- 
cano nascente è versato nello spazio extracellulare 
o, se legato alla membrana, esposto sulla faccia 
esterna della membrana plasmatica analogamente a 
quanto osservato per le glicoproteine. Il processo di 
glicosilazione può suddividersi in due tappe. 


I tappa: ancoraggio alla proteina e formazione 
del polimero eterosaccaridico. 

Condroitinsolfati, dermatansolfato ed eparansol- 
fato si collegano alla proteina per il tramite di un te- 
trasaccaride di ancoraggio costituito da -BXyl 4-1 
BGal 3-1 BGal 3-1 BGICA in cui lo Xyl è il saccari- 
de di aggancio: 


condrointinsolfato 


LI 
Ser-O-Xy|-Gal-Gal-GlcA 4 dermatansolfato 
i 


eparansolfato 


Innanzitutto lo Xyl viene attaccato ad un resto di 
serina (o treonina) della proteina in siti ben precisi 
di questa, riconosciuti dall’enzima coinvolto, una 
B-xilosiltransferasi. Allo Xyl vengono quindi ag- 
giunti, sequenzialmente, Gal, Gal e GIcA per azio- 
ne di due distinte f}-ga/attosil-transferasi e una p- 
glucuronil-transferasi. AI GlcA viene attaccata la 
GalNAc nel caso dei condroitinsolfati e del derma- 
tansolfato, e la GlcNAc nel caso dell’eparansolfato, 
ad opera delle relative esosamminil-transferasi spe- 
cifiche per saccaride e per tipo di legame glicosidi- 
co. In tutti i casi, intervengono poi, a tandem, la 
glucuronil-transferasi e la esosamminil-transferasi 
che replicano “n” volte l’unità disaccaridica tipica 
del glicosaminoglicano, fino a completamento del- 
la catena. 

Il cheratansolfato si inserisce invece o sull’estre- 
mità Gal di un oligosaccaride O-legato alla protei- 
na: 


i Gal-NeuAc 
Ser-0-GalNAc 


Dl) 
Gal«— cheratansolfato 


o sull’estremità GIcNAc di un oligosaccaride N-le- 
gato alla proteina: 


. Man-GlicNAc «— cheratansolfato 
AS lirica 
Î 


Man-GicNAc «— cheratansolfato 


Nel primo caso interviene una N-aceti/gluco- 
samminil-transferasi che inserisce un resto di 
GlceNAc, nel secondo caso una ga/attosiltransfera- 
sî che inserisce un resto di Gal. Gli stessi due enzi- 
mi intervengono poi alternativamente uno dopo 
l’altro allungando la catena fino a raggiungere la 
lunghezza dovuta del polimero. 

Come esempio della biosintesi di un glicosam- 
minoglicano agganciato tramite il tetrasaccaride 
Xyl-Gal-Gal-Glc (Fig. 20.9) è schematicamente 1l- 
lustrata quella del condroitinsolfato 


II tappa: modificazioni sul polimero. 

La (a) epimerizzazione (in C5) del GIcA in Glel, 
che riguarda l’eparansolfato, il dermatansolfato e 
l’eparina; (b) so/forilazione in varie posizioni (C2, 
C3 e C6), che interessano condroitinsolfati, chera- 
tansolfato, eparansolfato, dermatansolfato ed epari- 
na; e (c) de-N-acetilazione della GlcNAc nell’epa- 
rina e, in minor misura, nell’eparansolfato, seguita 
poi da N-solforilazione, sono tutti processi che av- 
vengono a biosintesi completata dell’eteropolime- 
ro. Le reazioni sono catalizzate dalla g/icuronato- 
5’-epimerasi, la glicosamminglicano solfotransfe- 
rasi (che utilizza come donatore di solfato il PAPS), 
e la N-acetilglucosammina-de-N-acetilasi. Questi 
enzimi spesso agiscono in coppia: la de-N-acetilasi 
con la N-so/fotransferasi, la glucuronato-C5-epi- 
merasi con la C;-O-solfotransferasi, e la C3-O-sol- 


fotransferasi con la C;-O-solfotransferasi (vedi 


Fig. 20.9). 

L’acido jaluronico è biosintetizzato ad opera di 
un glucuronil-transferasi ed una N-acetilglucosam- 
minil-transferasi che sono inserite sulla membrana 
plasmatica e funziona in “tandem”. Entrambi gli 
enzimi hanno il sito attivo rivolto verso l'esterno 
della cellula, dove si rendono disponibili i donatori 
UDP-GlcA e UDP-GlcNAc esportati dagli appositi 
trasportatori. 


Catabolismo dei glicosamminoglicani 
e dei proteoglicani 


La degradazione dei glicosamminoglicani e dei 
proteoglicani, negli animali, è affidata all’azione di 
enzimi glico-idrolitici e proteolitici, a differenza 
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e PAPS 
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che nei batteri dove la rottura dei legami glicosidici 
è di natura liasica. Innanzitutto i proteoglicani sono 
internalizzati per endocitosi. Negli endosomi av- 
vengono le prime operazioni cataboliche, con fram- 
mentazione della porzione proteica da parte di en- 
dopeptidasi, e della porzione glicosaminoglicanica 
da parte di endo-glicoidrolasi. Le endo-glicoidrola- 
si sono: (a) endo-a 0 B-D-glucuronidasi che idro- 
lizzano i legami cui partecipano acidi uronici con la 
funzione riducente (tra di esse l’eparanasi che agi- 
sce sull’eparina e l’eparansolfato); (b) endo-B-D- 
esosamminidasi che idrolizzano i legami implicanti 
il gruppo riducente delle esosamine (tra di esse la 
jaluronidasi che agisce sull’acido jaluronico, il con- 
droitinsolfato e il dermatansolfato); (c) endo-B-D- 
galattosidasi che idrolizzano i legami f-galattosidi- 
ci (agiscono sul cheratansolfato). Tutti questi enzi- 
mi intervengono indipendentemente dalla presenza 
di resti solforici sull’eteropolisaccaride. 

Gli endosomi che contengono i prodotti di que- 
sta prima fase del processo degradatorio si fondono 
con i lisosomi entro i quali il processo si completa 
e si producono singoli saccaridi ed aminoacidi. In 
questa sede la digestione è affidata a: (a) so/fatasi, 
che idrolizzano gli esteri (o altri legami) solforici; 
(b) eso-glicoidrolasi che staccano sequenzialmente 


*%__ Proteina Figura 20.9 Biosintesi del 
© B-XVI condroitinsolfato 

Lo xilosio viene attaccato ad 

O B-Galt,4 un resto di Ser della proteina. 

9 p-GalNAc1,4 Enzimi coinvolti: 1: B xilosil- 

@ 58-GIc11,3 transferasi; 2: B_(1-4)galatto- 

è “Solista sil-transterasi; 3: B (1-3) galat- 

tosil-transferasi; 4: B(1-3) glu- 

@ B-Gal1,3 curonil-transferasi |; 5: B(1-4) 


N-acetilgalattosamminil-tran- 
sferasi |; 6: B(1-3) glucuronil- 
transferasi Il seguita dalla epi- 
merasi; 7: B(1-4) N-acetil- 
transferasi Il; 8: solfo- transfe- 
rasi. Gli enzimi 6 e 7 agendo 
alternativamente e in succes- 
sione producono unità disac- 
caridiche ripetitive. 


1 singoli resti saccaridici partendo dall’estremità 
non riducente (questi enzimi intervengono solo se i 
rispettivi saccaridi di riferimento sono de-solforati); 
(c) eventuali enzimi accessori, quali l’aceti/-N- 
transferasi, che presiede la acetilazione del gruppo 
aminico della glucosamina (dell’eparina e dell’epa- 
ransolfato) liberatosi a seguito della de-N-solforila- 
zione; (d) catepsine che idrolizzano i legami pepti- 
dici. La sequenza degli interventi idrolitici cui van- 
no incontro i frammenti di eparansolfato è illustrata 
nella Fig. 20.10. Il processo riguardante gli altri gli- 
cosaminoglicani è del tutto analogo. 


Malattie da carenza genetica di 
enzimi implicati nel metabolismo 
dei glicosamminoglicani e 
proteoglicani 


Difetti nella degradazione dei 
glicosamminoglicani e proteoglicani 


Esiste un gruppo di malattie ereditarie causate 
dalla deficienza degli enzimi lisosomali implicati 
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Figura 20.10 Sequenza delle tappe di degradazione dell’eparan-solfato 


n o ‘\èà‘\Aiii° 6 0nn1@_. 
Sono indicati per ciascuna tappa, l'enzima implicato e la malattia derivante dalla carenza dello stesso enzima, Ax 
acetile. 
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nella degradazione dei glicosamminoglicani. A se- 
conda dell’enzima interessato può essere compro- 
messo il catabolismo del dermatansolfato, eparan- 
solfato, cheratansolfato e, in qualche caso, condroi- 
tinsolfato. Si tratta delle mucopolisaccaridosi, ca- 
ratterizzate da accumulo intralisosomale di materia- 
le glicosaminoglicanico incompletamente digerito, 
e da eliminazione urinaria di frammenti di glico- 
samminoglicani. L’accumulo di queste sostanze ha 
come corceguenza compromissione della funzione 
lisosomale e sofferenza cellulare e tissutale più o 
meno generalizzata. Le mucopolisaccaridosi hanno, 


per quanto in diverso grado, segni clinici comuni, 
tra 1 quali organomegalia, disostosi multipla, faccia 
abnorme, alterazioni visive e uditive, sofferenze 
cardiovascolari. Alcuni sintomi sono invece più 
specifici: il profondo ritardo mentale nella sindro- 
me di Hurler, e nelle forme più severe di sindrome 
di Hunter e di Sanfilippo; le marcate malformazio- 
ni ossee nella sindrome di Morquio. La Tabella 
20.II riporta la classificazione più recente delle mu- 
copolisaccaridosi, con indicazione dell’enzima de- 
ficitario, del glicosamminoglicano interessato, e dei 
principali segni clinici. 


Tabella 20.II 


Caratteristiche più salienti delle mucopolisaccaridosi (MPS). 








megalia, ampio spettro di seve- 
rità includente l’idrope fetale e 


la forma neonatale 














Numero di Eponimo, Segni clinici Enzima —|Glicosamminoglicano| 
classificazione Malattia di principali carente interessato 
MPS IH Hurler Opacità corneale, disostosi |@-L-iduronidasi Dermatan-solfato, 
(grave) multipla, organomegalia, disor- eparan-solfato 
| dini cardiaci, ritardo mentale, 
morte nell'infanzia 
(MPS I S Scheie Opacità corneale, rigidità arti- |a.-L-iduronidasi Dermatan-solfato, 
(lieve) colare, intelligenza normale, eparan-solfato 
aspettativa di vita normale 
MPS I H/S Hurler/Scheie Fenotipo intermedio fra MPS I |@-L-iduronidasi Dermatan-solfato, 
(intermedia) He MPS1S eparan-solfato 
MPS Il Hunter Disostosi multipla, organome- |lduronato solfatasi |Dermatan-solfato, 
(grave) galia, ritardo mentale, morte eparan-solfato 
prima dei 15 anni 
MPS Il Hunter [Bassa statura, intelligenza nor- |Iduronato solfatasi | Dermatan-solfato, 
(lieve) male, aspettativa di vita dai 20 eparan-solfato 
ai 60 anni 
MPS III A Sanfilippo A Deterioramento mentale pro-  |Eparan-N-solfatasi |Eparan-solfato 
fondo, ipereccitabilità, lievi 
anomalie somatiche 
MPS Ill B Sanfilippo B Fenotipo simile alla MPS II A__|ai-N-acetilgluco- Eparan-solfato 
samminidasi 
MPS III C Sanfilippo C Fenotipo simile alla MPS IIl A. |a-glucosaminide Eparan-solfato 
acetiltiransferasi 
MPS IID = [Sanfilippo D | Fenotipo simile alla MPS III A. |N-acetilglucosam- |Eparan-solfato 
mina-6-solfatasi 
MPS IVA Morquio A Anomalie scheletriche caratteri- | Galattosio-6-solfa- | Cheratan-solfato, 
(molto lieve) stiche, opacità corneale, ipo- |tasi condroitin-6-solfato 
plasiadentale 
MPSIVE_ [Morquio B___|Fenoîipo simile allo MPSVA_|P-galeffosidasi —|Cheraian-soliaio 
MPS VI Maroteaux-Lamy | Disostosi multipla, opacità cor- |N-acetilgalattosam- | Dermatan-solfato 
neale, intelligenza normale, so- | mina-4-solfatasi 
pravvivenza fino all’adolescen- 
za nella forma più grave 
MPS VII Sly Disostosi multipla epatospleno- | B-glucuronidasi Dermatan-solfato, 


Eparan-solfato, 
Condroitin-4 e 6-sol- 
fato 
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Anche per i glicosamminoglicani e proteoglica- 
ni sono note sindromi da deficit di enzimi coinvolti 
nei processi biosintetici. Queste sindromi fanno pu- 
re parte dei CDG, già citati. 

Si distinguono: 

(a) Difetti nella biosintesi dei glicosamminogli- 
cani 
e Deficit di UDP-Gal > Xyl/Ser > 1-4Gal-tran- 

sferasi, coinvolta nella biosintesi dell’oligosac- 

caride di attacco del condroitin-solfato, derma- 
tan-solfato e eparan-solfato alla proteina. È pre- 
sente nei pazienti affetti dalla malattia di Ehlers- 

Danlos, variante progeroide. 

e Deficit di exfosine 1,2 e 3, enzimi ancillari delle 
co-polimerasi responsabili dell’allungamento 
delle catene dell’eparina e dell’eparan-solfato. È 
presente in pazienti affetti da esostosi multipla 
ereditaria di tipo I, II e III. 

(b) Difetti nella solfatazione dei glicosammino- 
glicani. 

e Deficit di G/cNAc-6-O-sulfo-transferasi che inse- 
risce solfato sul C-6 della GIcNAc e del Gal del 
cheratan-solfato. È presente nei pazienti affetti da 
distrofia maculo-corneale (MCD) di tipo I e II. 

e Deficit di condroitin-6-solfo-transferasi che in- 
serisce solfato sul C-6 della GalNAc del con- 
droitinsolfato. È presente nei pazienti affetti da 
displasia spondilo-epifisaria (SED) di tipo 
Omani. 

e Deficit dell’antiporto solfato/cloruro che con- 
sente l'ingresso del solfato nel citosol e quindi la 
formazione di PAPS. È presente nei pazienti af- 
fetti da displasia diastrofica (DTD), acondroge- 
nesi di tipo B (ACGB), atelosteogenesi di tipo II 
(AO-II) e displasia epifisaria multipla di tipo 4 
(EDM4). 

e Deficit della sintetasi del 3’-fosfoadenosin-5 ‘fo- 
sfosolfato (PAPS). E presente nella displasia 
spondilo epimetafisaria (SED), tipo pakistano. 


METABOLISMO DEI GLICOLIPIDI 
(GLICOSFINGOLIPIDI) 


Biosintesi dei glicolipidi 


Come già riferito nei capitoli “ Lipidi” e 
“Metabolismo dei lipidi” i glicolipidi presenti nei 
mammiferi, uomo incluso, sono glicosfingolipidi 
derivanti dal ceramide. Al gruppo alcolico primario 
del ceramide viene innanzitutto aggiunta una unità 
di Gal o di Glc, con legame f-glicosidico, con inter- 
vento di una P-galattosil-transferasi e f-glucosil- 
transferasi, rispettivamente, e di UDP-Gal e UDP- 
Glc come donatori di glicosili (Fig. 20.11). 


Entrambe le reazioni avvengono nell’apparato del 
Golgi. Come già riferito nel capitolo “Metabolismo 
dei lipidi” il ceramide, che si forma sulla faccia cito- 
plasmatica del reticolo endoplasmatico, viene trasfe- 
rito all’apparato del Golgi (cis-Golgi) per trasporto 
vescicolare collocandosi sulla faccia citoplasmatica: 
a questo livello avviene la prima glicosilazione. Il 
Gal-ceramide e il Glc-ceramide formatosi vengono 
quindi trasferiti per “ flip-flop” sulla faccia luminare 
dell’organulo dove possono andare incontro a suc- 
cessive glicosilazioni con aggiunta di unità saccaridi- 
che una per volta in presenza delle rispettive glicosil- 
transferasi e nucleotide-saccaridi (Fig. 20.11). Il Gal- 
ceramide può essere sialidato sul C4 del Gal con for- 
mazione del ganglioside GM4 (il ganglioside di più 
semplice struttura), tipico componente della mem- 
brana mielinica, ad opera di una sialil-transferasi 
specifica, oppure solforilato sul C3 o C6 dello stesso 
galattosio con intervento di una solforil-transferasi e 
di PAPS, con formazione di solfo-galattosil-cerami- 
de (Fig. 20.11). Gal-ceramide (cerebroside) e solfo- 
galattosil-ceramide (solfatide) sono particolarmente 
abbondanti nella mielina. 

Il Glc-ceramide è il precursore della più folta e 
meglio conosciuta famiglia di glicolipidi, 1 ganglio- 
sidi, caratterizzati dalla presenza di acido sialico. 
Essi sono componenti ubiquitari della membrana 
plasmatica di tutte le cellule e abbondano nei neu- 
roni. Il processo biosintetico consiste nella addizio- 
ne sequenziale di unità di Gal, GalNAc e NeuAc se- 
condo ordini distinti e raggiungendo livelli di siali- 
lazione di 5 (o anche più) residui per molecola. I di- 
versi tipi di legame che si formano sono quelli con- 
tenuti, a titolo di esempio, nel ganglioside GP1ca 
(ceramide = Cer) (Fig. 20.12). 

Per meglio seguire le diverse linee biosintetiche 
è opportuno premettere che: (a) al Cer è ancorato un 
“core” oligosaccaridico neutro (su cui si inserisce il 
NeuAc), costituito da Gal-GalNAc-Gal-Glc (con 1 
legami sopra indicati), oppure da GalNAc-Gal-Glc, 
oppure da Gal-Glc (lattosio); e (b) il NeuAc si lega 
al Gal (sia “interno” che ‘“esterno”) con legame 2-3 
o. glicosidico, alla GalNac con legame 2-6 a glico- 
sidico, e ad un altro residuo di acido sialico con le- 
game 2-8 a-glicosidico. 

Le vie di biosintesi dei principali gangliosidi so- 
no schematicamente illustrate nella Fig. 20.13. Le 
“logiche” della biosintesi sono diverse, donde di- 
verse “serie “ di prodotti. Nella serie “0” dapprima 
si sintetizza il “core” tetrasaccaridico e quindi vie- 
ne aggiunto NeuAc sul Gal “esterno”; nella serie 
“a” dapprima avviene la sialilazione sul Gal del 
“core” disaccaridico (Gal ‘“interno”), quindi l’ag- 
giunta di GalNAc e Gal “esterno”, ed infine la sia- 
lilazione del Gal “esterno”; nella serie “b”si ha una 
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Figura 20.11 Biosintesi dei più semplici glicosfingolipidi a partire dal ceramide 


Gli enzimi coinvolti sono: 1: Glucosil-transferasi; 2: Galattosil- transferasi; 3: Galattosil-transferasi; 4: solfato-transfe- 
rasi; 5: sialil-transferasi. Ac: acetile. 


ESTERNO tà di na Figura 20.12 Formula di struttu- 


ra semplificata del ganglioside 

Gal B1 — 3 GalNAc B1 — 3 Gal B1—3 Glc BI—Ceramide (Cer) GPica-pentasialoganglioside 

| a2-3 | a2-3 della “Serie a” -, uno dei ganglio- 
sidi di struttura più complessa 





NeuAc NeuAc 
In questo ganglioside sono contenuti 
| 2-8 tutti i tipi di legami glicosidi presenti nei 
NeuAc gangliosidi più diffusi nel tessuto nervo- 
| a0-8 so. Questi dettagli chimici servono per 


completare lo schema della biosintesi 
NeuAc dei gangliosidi presentato nella Fig. 20- 
1a. 
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Figura 20.13 Schema del processo di biosintesi dei principali gangliosidi presenti nel tessuto ner- 


voso 


sialil-transferasi -I, -Il, -III, -IV -V e —X; Gal NAc- 


T: N-Acetilgalattosaminil-transferasi |. SAT-X è la sialiltransferasi che catalizza l'inserimento di acido sialico sulla 
GalNAc (legame a-2-6 glicosidico). Le strutture di colore azzurro scuro corrispondono ai gangliosidi della serie @. 


GalT4, - Il:Galattosil-transferasi-1 e —Il; SAT -I, -Il, -III, IM Ve-X: 
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Figura 20.14 Schema del processo di trasporto dalla membrana plasmatica ai lisosomi, e di degra- 


dazione all'interno dei lisosomi, dei glicolipidi 


0: glicolipide; ENZ: enzimi idrolitici endolisosomali. 


doppia sialilazione del Gal “interno”, cui seguono 
l’aggiunta di GalNAc, Gal e sialilazione del Gal 
“esterno”; nella serie ‘“c”’si parte con la tripla siali- 
lazione del Gal “interno”, cui seguono le glicosila- 
zioni come per le serie “a” e “b”. Infine, la sialila- 
zione della GalNAc configura la serie “o”. Le di- 
verse serie riflettono le stringenti caratteristiche di 
specificità di alcuni degli enzimi coinvolti nel pro- 
cesso biosintetico. L'inserimento del Gal sul Glc- 
ceramide è catalizzato da una galattosil-transferasi 
specifica (GalT-1), differente dalla galattosil-tran- 
sferasi che inserisce Gal “esterno” (GalT-II), la qua- 
le opera su substrati appartenenti alle diverse serie. 


La GalNAc-transferasi (GalNAc-T) opera su sub- 
strati delle diverse serie. Le sialil-transferasi (SAT) 
posseggono elevata specificità: l’inserimento di 
NeuAc sul Gal del lattosil-Cer (con legame 2-3 
glicosidico) è catalizzato dalla SAT-I, mentre i suc- 
cessivi attacchi di un secondo e terzo residuo di 
NeuAc (con legame 2-8 @ glicosidico) dalla SAT-II 
e SAT-III, rispettivamente, caratterizzando quindi 
ciascuna delle serie “a”, “b”, e “c”. La SAT IV ha il 
compito di trasferire l’acido sialico sul Gal “ester- 
no” (legame 2-3 @ glicosidico), e la SAT-V di ag- 
giungervi un secondo residuo di acido sialico (lega- 


me 2-8 & glicosidico). Infine, una ulteriore sialil- 
transferasi catalizza il trasferimento di acido sialico 
sulla GalNAc, caratterizzando la serie “°°. 

Esistono specie molecolari di gangliosidi conte- 
nenti Fuc, legato al Gal terminale con legame a 1- 
2 glicosidico, e specie con residui di Gal solforilati, 
frutti dell’azione di fucosil-transferasi e solfo-tran- 
sferasi, rispettivamente. 

Si ritiene che le tappe di glicosilazione sulle 
quali si articola il processo di biosintesi dei ganglio- 
sidi possano avvenire in differenti cisterne dell’ap- 
parato golgiano con trasporto vescicolare da una ci- 
sterna all’altra. L’avvio finale dei gangliosidi di 
neosintesi alla membrana plasmatica avviene pure 
per traffico vescicolare. 

La biosintesi dei glicolipidi neutri (tra cui il glo- 
botriaosil-Cer, Galo 1-4 GalB 1-4 GlcB1-1-Cer) e 
dei glicolipidi contenenti GIcA segue la stessa stra- 
tegia della addizione sequenziale di unità saccaridi- 
che (tra cui, a differenza dai gangliosidi, GIcNAc) 
al ceramide di partenza, ad opera di glicosil-transfe- 
rasi specifiche presenti nell’apparato del Golgi. 


Catabolismo dei glicolipidi 


La sede principale di degradazione dei glicolipi- 
di è il lisosoma, provvisto di tutti gli enzimi capaci 
di idrolizzare i legami glicosidici presenti. Pertanto 
i glicolipidi, che risiedono nella membrana plasma- 
tica, devono essere trasferiti ai lisosomi. Ciò avvie- 
ne di norma mediante il flusso della endocitosi in 
cui porzioni di membrana plasmatica rivestite di 
clatrina,si introflettono verso l’interno della cellula 
e si staccano dalla membrana con formazione di en- 
dosomi primari. Questi vanno incontro a riarrangia- 
menti a seguito di fusioni e formano endosomi se- 
condari nel cui interno compaiono vescicole gem- 
mate dalla membrana endosomale portanti i com- 
ponenti glicolipidici che protrudono entro la matri- 
ce solubile dell’organulo (Fig 20.14). Successi- 
vamente gli endosomi si fondono con i lisosomi: in 
questo modo i glicolipidi delle vescicole endosoma- 
li entrano in contatto con la parte solubile dei liso- 
somi (lisosol) contenente gli enzimi idrolitici e per- 
corrono l’iter degradativo illustrato schematica- 
mente nella Fig. 20.15. E da segnalare una peculia- 
rità della degradazione intralisosomale dei glicoli- 
pidi consistente nella necessità da parte di molte 
delle idrolasi coinvolte di disporre di attivatori di 
natura proteica. Alcuni di questi sono denominati 
saposine. Questi attivatori , interagendo con l’enzi- 
ma o col substrato, rendono possibile la collocazio- 
ne del substrato stesso sul sito attivo dell’enzima, e 
quindi lo svolgimento della reazione idrolitica (Fig. 
20.16). Le saposine provengono da un precursore 
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comune di natura glicoproteica, la pro-saposina. 
Sono note la saposina C (SAP-C) che attiva la [}- 
glucosidasi attiva sul glucosil-Cer, la saposina B 
(SAP-B) che attiva l’aril-solfatasi attiva sul solfati- 
de, la saposina A (SAP-A) che attiva la ceramidasi. 
Di diversa origine è /’'attivatore proteico del GM2 
(GM2-AP) necessario per consentire il distacco del- 
l’unità di GalNAc da parte delle B-esosamminidasi 
A e B. Si ritiene che le saposine e il GM2-AP desta- 
bilizzano le membrane contenenti il glicolipide (o il 
ceramide), facilitandone l’interazione con il sito at- 
tivo del rispettivo enzima (Fig. 20.16). 

Riprendendo un concetto già enunciato nel 
Capitolo “Metabolismo dei lipidi”, va enfatizzato 
che il ruolo dei lisosomi nel catabolismo dei glico- 
lipidi non è soltanto di mera degradazione. Infatti 1 
prodotti finali del catabolismo glicolipidico, per 
quanto attiene la parte saccaridica, Glc, Gal, 
GalNAc, e NeuAc fuoriescono dai lisosomi e sono 
disponibili per riutilizzo a scopi biosintetici (Fig. 
20.17). Ciò è particolarmente importante per il 
NeuAc la cui sintesi è molto laboriosa. Il riforni- 
mento di NeuAc attraverso il riciclo, oltre che dal 
flusso biosintetico (che parte dal glucosio) rende 
più agevole e pronto il controllo dello stato di siali- 
lazione- desialilazione dei glicoconiugati, di crucia- 
le importanza funzionale. 


Malattie da carenza genetica di 
enzimi implicati nel metabolismo 
dei glicolipidi (glicosfingolipidosi) 


La mancanza ereditaria di uno degli enzimi adibi- 
ti alla demolizione dei glicosfingolipidi determina 
malattie caratterizzate da abnorme accumulo di que- 
sti composti in vari organi (Fig. 20.15). Queste g/ico- 
sfingolipidosi (o semplicemente lipidosi) fanno parte 
del più vasto gruppo delle ma/attie lisosomali, in 
quanto gli enzimi idrolitici interessati sono contenuti 
nei lisosomi. I bambini che ne sono affetti solitamen- 
te non sopravvivono ai primissimi anni di vita. Sono 
però note forme “giovanili” o “adulte” di queste ma- 
lattie, con caratteristiche di minore gravità. 

Tra le glicosfingolipidosi citiamo le seguenti: 

Morbo di Gaucher. E una delle forme più fre- 
quenti di lipidosi ed è caratterizzata da accumulo di 
Glc-Ce, in quanto l’enzima carente è la g/ucosi/-ce- 
ramide-B-glucosidasi che idrolizza il legame P-gli- 
cosidico fra glucosio e ceramide (cer): 


GlcB1-1-Cer Glc + Cer 


H,O 
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Figura 20.15 Schema del processo di degradazione dei glicolipidi (come esempio sono riportati i 
gangliosidi e il solfatide). Il processo, nel suo insieme, ha sede lisosomale 


1: sialidasi 1 aspecifica; 2: sialidasi 2 (specifica per i gangliosidi GM2 e GM1); 3: p-galattosidasi; 4: B-N-acetileso- 
samminidasi A e B; 5: B-glucosidasi; 6: ceramidasi; 7: a-galattosidasi; 8: B-galattosidasi; 9: arilsolfatasi. Cer = ce- 
ramide. Per ciascun composto è indicata la sigla di codice usata dalla comunità scientifica (GM3, GM2, 
GMI,.....GA1, GA2). Accanto a ciascun enzima è indicata la malattia derivante dalla sua carenza di origine geneti- 
ca o dalla carenza, sempre di origine genetica, di un attivatore enzimatico (malattie: sialidosi, GM]1-gangliosidosi; 
Tay-Sachs/Sandhotf/variante AB, Fabry, Gaucher, Krabbe e Farber). 
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Figura 20.16 Possibile meccanismo con cui l’at- 
tivatore proteico del GM2 facilita l'interazione 
fra la Bp-esosamminidasi e il ganglioside GM3 


Anche questa malattia è caratterizzata da depo- 
siti di glicolipidi nel fegato e nella milza (epatosple- 
nomegalia) e, in alcune forme, da sintomi neurolo- 
gici conseguenti ad analogo accumulo nel tessuto 
nervoso. Per questa malattia (nella forma esente da 
interessamento del tessuto nervoso) è stato recente- 


GANGLIOSIDI 
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mente messo a punto un trattamento terapeutico, ri 
velatosi molto efficace, basato sulla somministra- 
zione di glucosil-ceramide [-glucosidasi umana 
(ottenuta per via biotecnologica) modificata nella 
sua porzione saccaridica (si tratta di una glicopro- 
teina) in modo da esporre il sito specifico (manno- 
sio) per l’interazione con un recettore presente sul- 
la membrana plasmatica dei macrofagi. In questo 
modo l’enzima, somministrato per via parenterale, 
viene direttamente assunto dalle cellule colpite dal- 
l’accumulo e provvede alla demolizione del Glc- 
Cer accumulato. 


Morbo di Tay-Sachs. Malattia ereditaria autoso- 
male recessiva è dovuta alla deficienza dell’enzima 
B-esosamminidasi A, che idrolizza il legame f-gli- 
cosidico fra GalNAc e Gal del ganglioside GM2: 


GalNAcp 1-3. Gal 1-4. Glcf 1-1-Cer 
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Figura 20.17 Rap- 
presentazione sche- 
matica del riciclo 
metabolico dei sin- 
goli componenti dei 
gangliosidi e dei gli- 
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Il mancato distacco del GalNAc, che ha posizio- 
ne terminale nel ganglioside, impedisce l’azione 
delle altre glicosidasi ed il ganglioside GM2 si accu- 
mula nel sistema nervoso centrale e nei gangli. Si ha 
così ritardo mentale, cecità per alterazione della re- 
tina, sordità e morte entro il 3° anno di vita. Una si- 
tuazione analoga si ha nella malattia di Sandhoff, 
dovuta a carenza dell’attivatore proteico del GM2, 
da cui deriva deficit funzionale delle due B-esosami- 
nidasi A e B, e conseguente accumulo anche dei gli- 
colipidi neutri GalNAc f 1-4 GalB 1-4Glcp 1-1-Cer 
e GalNAcp 1-3GalB1-4GlcB1-1-Cer (globoside). 


Morbo di Fabry (angiocheratomatosi). Malattia 
ereditaria recessiva, è dovuta a deficienza della ce- 
ramide globo-triesosidasi, una 0-D-galattosidasi 
che idrolizza il legame a-glicosidico che lega il ga- 
lattosio terminale al lattosil-ceramide: 


Gala 1-4-Gal 1-4-Glcp 1-1-Cer 
H,0 Globotriaosil-Cer 
a-galattosidasi 


Gal + Gal}1-4Glcp 1-1-Cer 
Lattosil-Cer 


Si manifesta con alterazioni renali, angiochera- 
toma, consistente in noduli purpurei della pelle, 
cheratite e sensazioni di bruciore alle mani ed ai 
piedi. 

E una malattia più benigna delle altre, tanto che 
è compatibile con la vita fino all’età adulta. 

Anche per la malattia di Fabry è disponibile la 
o.-galattosidasi umana, pure ottenuta per via biotec- 
nologica, che, somministrata per via parenterale, 
porta alla degradazione del materiale d’accumulo e 


ad un accentuato miglioramento del quadro clinico. 


Malattia di Krabbe. Chiamata anche /eucodi- 
strofia a cellule globoidi, è una malattia a progres- 
sione rapida, con comparsa dei segni clinici dai 3 ai 
6 mesi di vita, ad esito fatale nei primi due anni di 
vita. Presenta un quadro di grave neuropatia perife- 
rica, con cecità, sordità e deterioramento mentale. E 
dovuta a deficit congenito della f-ga/attosidasi ad- 
detta al distacco idrolitico del galattosio dai cere- 
brosidi: 


Galp 1-1-Cer Gal + Cer 


H,O 


Leucodistrofia metacromatica. Questa malattia 
è caratterizzata da accumulo di solfatidi (responsa- 
bili della metacromasia nella colorazione di prepa- 
rati istologici) particolarmente nel tessuto nervoso, 
ma anche in alcuni organi viscerali quali il rene e la 


cistifellea. L’accumulo è dovuto al deficit di una 
arilsolfatasi attiva sui solfatidi: 


sSolfato-3-Galf 1-1-Cer Gal 1-1-Cer 
( + solfato 
HO 

Il quadro clinico è quello di una neuropatia peri- 
ferica di varia gravità, spesso accompagnata da ce- 
cità, convulsioni e disturbi del comportamento fino 
alla demenza. Può insorgere a varie età, anche nel- 
l’adulto, ed è tanto più grave quanto più precoce è 
l’insorgenza. 


Oltre alle lipidosi lisosomali, dovute a deficien- 
za congenita di uno degli enzimi catabolici dei gli- 
colipidi, sono note malattie del sistema nervoso 
centrale dovute a deficienza di enzimi adibiti alla 
sintesi di questi composti. Il tessuto cerebrale si 
presenta in questi casi carente di mielina e di gan- 
gliosidi. Una specifica gangliosidosi anabolica è 
dovuta alla mancanza della esosaminil-transferasi 
che trasferisce sul GM3 la N-acetilgalattosamina 
per formare il GM2. Si tratta quindi di una condi- 
zione opposta a quella del morbo di Tay-Sachs. 

La diagnosi precoce delle enzimopatie che cau- 
sano accumulo abnorme di glicosfingolipidi è fon- 
data sulla determinazione dell’attività dell’enzima 
deficitario nei leucociti, linfociti o fibroblasti da 
espianto cutaneo coltivati in vitro, provenienti dai 
pazienti. Durante i primi due mesi di gravidanza 
delle portatrici della malattia, l'accertamento del- 
l’eventuale stato di malattia del feto, può essere ef- 
fettuato impiegando villi coriali opportunamente 
prelevati o cellule amniotiche (da prelievo di liqui- 
do amniotico) coltivate in vitro. E anche possibile 
procedere all’identificazione del gene mutato. Data 
la base generica di queste malattie è necessario pro- 
cedere anche all’accertamento del deficit enzimati- 
co (parziale) nei genitori per definire il loro stato di 
portatori (eterozigoti), e approfondire l’indagine 
genetica nei famigliari. 


METABOLISMO DELLE ANCORE 
GLICANOFOSFOINOSITIDICHE 


Nelle cellule di mammifero, uomo incluso, la 
biosintesi delle ancore glicanofosfoinositidiche e il 
loro aggancio alle proteine si svolge sulla faccia lu- 
minare della membrana del reticolo endoplasmati- 
co. La prima tappa del processo biosintetico consi- 
ste nel trasferimento di un residuo di GIcNAc sul 
C6 dell’inositolo del fosfatidilinositolo (PI) con for- 
mazione di un legame a-1-6 glicosidico. La reazio- 
ne è catalizzata da una a-/-6 GlcNAc-transferasi 
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con intervento di UDP-GlceNAc e liberazione di 
UDP: 


UDP-GleNAc 


PI > cine o 1-6 PI 


UDP 


Successivamente la GIcNAc viene de-acetilata 
ad opera di una de-acetilasi (con liberazione di ace- 
tato) e il GIcN a 1- 6 PI formatosi acilato (general- 
mente con un pamitoile) sul C2 o C3 dell’inositolo, 
con formazione di GIcN & 1-6 PI (Acil): 


GIicNAca 1-6 PI 


acetato Acil-S-CoA CoA 


GlcNa 1-6 PI GIcN a 1-6 PI (Acil) 


Fosfolipide Lisoderivato 


L’acilazione prevede l’intervento di una aci/- 
transferasi con acil-S-CoA come donatore, e libera- 
zione di CoA-SH, oppure di una fransacilasi che 
opera il trasferimento di un residuo acilico da un fo- 
sfolipide (che si trasforma nel corrispondente liso- 
derivato). Il GIcN 1-6 PI (Acil) viene quindi man- 
nosilato ad opera di a-mannosiltransferasi che uti- 
lizzano come donatore il dolicolo-fosfato-Man , a 
sua volta caricato di Man dal GDP-Man. Un primo 
residuo di Man (I) è inserito con legame @ 1-4 gli- 
cosidico sul C4 della glucosammina, un secondo re- 
siduo (II) con legame & 1-6 glicosidico sul C6 del 
primo Man, e un terzo residuo (III) con legame & 1- 
2 glicosidico sul C2 del secondo Man: 


GicN a 1-6 PI (Acil) 


n e -P- n ti GDP 
Dol-P ia Man 
Man a 1-4 GIcN a 1-6 (Acil) 
Dol-P- IC GDP 
(II) | 
Dol-P Ii Man 


Man o 1-6 Man a 1-4 Gich da 1-6 PI (Acil) 
ae -P- Noa 4 GDP 
(III) 
Dol-P Ii Man 
Man a 1-6 Man a 1-4 Gich a 1-6 PI (Acil) 


| o 1-2 
Man 


La tappa finale della biosintesi consiste nell’in- 
serimento di un residuo di etanolammina-fosfato 


sul C6 del Man periferico. La reazione è catalizza 
ta da una etanolammina-fosfato transferasi che uti 
lizza come donatore la fosfatidil-etanolammina, 
con liberazione di diacil-glicerolo: 


Man a 1-6 Man a 1-4 Gich a 1-6 PI (Acil) 
| nie 


Man Fosfatidil-etanolammina 
(CC Diacil-glicerolo 


Man a 1-6 Man a 1-4 Glc a 1-6 PI (Acil) 
| o, 1-2 
Man-0-P-0-CH.,-CH.-NH 
/ ui 2 2 2 


O OH 


L’attacco dell’ancora GPI alla proteina avviene 
quando questa ha attraversato la membrana del reti- 
colo endoplasmatico ed è venuta a collidere con 
l’ancora, esposta sulla faccia luminare della stessa 
membrana. La porzione C-terminale della proteina 
(che inizialmente è nella forma di precursore) pos- 
siede un dominio idrofobico di 15-20 amminoacidi, 
preceduto da un piccolo dominio di 3 amminoacidi 
di basso peso molecolare (quali glicina, acido 
aspartico, asparagina, alanina, serina, cisteina). 
Questa porzione è riconosciuta come peptide se- 
gnale da una trans-peptidasi specifica, la quale 
rompe, con attacco nucleofilo, il legame peptidico 
fra due dei tre piccoli amminoacidi e ricostituisce 
un legame carboammidico fra il gruppo amminico 
della etanolammina del GPI e il carbonile ammi- 
noacidico (vedi Fig. 20.18): la rimanente sequenza 
terminale si libera e viene degradata. 

Dopo essersi legata con la proteina l’ancora GPI 
va incontro ad un “rimodellamento acilico” quale la 
rimozione del palmitoile inserito sul C 2/3 dell’ino- 
sitolo, catalizzata da una de-acilasi, 0 11 distacco di 
un acile della porzione diacilglicerolica del GPI e 
sua sostituzione con un acile diverso, reazione go- 
vernata da de-acilasi/acilasi. Si può pure verificare 
l'introduzione di etanolamina-fosfato anche sul pri- 
mo o secondo residuo di Man con possibilità per- 
tanto di attacco di un’altra proteina. 

Dal reticolo endoplasmatico l’ancora GPI transi- 
ta attraverso le varie cisterne dell’apparato del 
Golgi (dove avvengono i rimodellamenti sopra cita- 
ti) con flusso vescicolare e raggiunge la membrana 
plasmatica, posizionandosi sulla faccia esterna del- 
la stessa. Durante il transito nell’apparato del Golgi 
le ancore GPI con le proteine legate tendono, in vir- 
tù di affinità fisico-chimiche, ad aggregarsi con ce- 
ramide, glicosfingolipidi, colesterolo e proteine af- 
fini costituendo micro-domini più rigidi nella mem- 
brana, o “ lipid rafts”’, che poi si ritrovano sulla fac- 
cia esterna della membrana plasmatica. Questi mi. 
cro-domini possono esercitare un ruolo speciale in 
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Figura 20.18 Rappresen- 
tazione schematica del pro- 
cesso di attacco dell’ancora 
GPI ad una proteina 


PI = fosfatidilinositolo; aal, aa2, 
aa3: piccoli amminoacidi. 
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alcuni processi di trasduzione di segnali dall’ester- 
no all’interno della cellula. 

Molte proteine si servono di ancore GPI: antige- 
ni linfoidi (quali i Thy-1), enzimi idrolitici (fosfatasi 
alcalina, 5’-nucleotidasi, acetil-colina esterasi) , il 
Decay Accalerating Factor (DAF) (coinvolto nella 
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regolazione del sistema del complemento), mo/eco- 
le di adesione cellulare, recettori di piccole moleco- 
le (quali il recettore del folato), e alcune proteine 
prioniche. 

In patologia umana è nota una anemia emolitica, 
la emoglobinuria parossistica notturna, dovuta ad 


Figura 20.19 Le diverse for- 
me di acido sialico presenti in 


8-O-solfato natura 


In alcune specie o tessuti i diversi 
sostituenti possono essere presenti 
nella stessa molecola, come, ad 
esempio l'acido 9-acetil-5-N-glico- 
li-8-O-metil-neuraminico. Anche 
il KDN (acido 2-cheto-3-deossi- 
nononico), che in C-5 ha un sosti- 
tuente ossidrilico al posto che am- 
minico, può essere O-acetilato. 
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un difetto nella biosintesi dei GPI a livello della 
mannosilazione. Ciò porta alla mancata formazione 
di DAF e di altre proteine di superficie, per cui gli 
eritrociti, in certe condizioni, risultano non protetti 
dalla lisi mediata dal complemento. Non va infine 
trascurato che le ancore GPI rivestono un ruolo im- 
portante nella biochimica funzionale di alcun paras- 
siti (quali i tripanosomi) e costituiscono pertanto un 
“ target” nella farmacologia anti —parassitaria. 


SIALOGLICOCONIUGATI 


Aspetti particolari del metabolismo 
dell'acido sialico 


Le caratteristiche chimiche dell’acido sialico so- 
no state descritte nel Capitolo “G/ucidi” , ed il pro- 
cesso della sua biosintesi a partire da glucosio fino 
alla formazione dei nucleotidi-saccaridi CMP- 
NeuAc e CMP-NeuGc nel “Metabolismo dei gluci- 
di”. Per meglio inquadrare il metabolismo e il ruo- 
lo funzionale dei sialoglicoconiugati è però oppor- 
tuno considerare alcune modificazioni strutturali 
che possono essere presenti nell’acido sialico. 
Come illustrato nella Fig. 20.19 esse consistono in: 
(a) O-acetilazioni: mono-acetilazioni in C4, C7, C8 
o C9; di-acetilazioni in C7/C8, o C7/ C9, oppure 
C8/ C9; (b): O-solfatazione, in C$8; (c) O-metilazio- 
ne, in C8; (d) O-fosforilazione in C9; (e) inserimen- 
to di un residuo di acido lattico (CH3-COH-CO-) in 
C9. Queste modificazioni possono anche essere 
multiple, come nel caso dell’acido 9-O-acetil-5-N- 
glicolil-8-O-metil-neuraminico. Derivato dell’acido 
sialico è anche considerato l’acido 2-cheto-3-deos- 
si-nononico (sigla: KDN) in cui il gruppo ammini- 
co in C-5 è sostituito da un —OH (il quale può esse- 
re, a sua volta, O-acetilato). Altra modificazione è 
la formazione di /attoni (esteri interni): fra il car- 
bossile dell’acido sialico e l’ossidrile in C2 del ga- 
lattosio vicinale, o l’ossidrile in C7 di un acido sia- 
lico contiguo. 

Il metabolismo dell’acido sialico (intendendo 
con questo termine non solo NeuAc e NeuGc, ma 
anche 1 derivati sopracitati) si articola nelle tappe 
presentate nella Fig. 20.20. La stessa figura indica 
pure le sedi subcellulari nelle quali si svolgono le 
varie reazioni. La biosintesi dell’acido sialico ha 
come punto di partenza il glucosio e come tappa 
chiave la condensazione fra fosfo-enol-piruvato e 
ManNAc-6-fosfato con formazione di NeuAc-9-fo- 
sfato, che viene poi defosforilato a NeuAc (vedi per 
dettagli il capitolo “Metabolismo dei Glucidi”). 


Tutte queste reazioni avvengono nel citosol. Dal ci 

tosol il NeuAc passa nel nucleo dove viene attivato 
a CMP-NeuGc con intervento di una citidi/-transfe- 
rasi specifica e liberazione di pirofosfato. Il CMP- 
NeuAc ritorna quindi nel citosol dove può ossidar- 
si a CMP-NeuAc con intervento di una ossigenasi 
NADPH-dipendente e citocromo bs. Da notare che 
questo enzima non è codificato nel genoma umano, 
per cui il NeuGc pur presente nei tessuti umani, è di 
origine esogena. NeuAc e NeuGc entrano, attraver- 
so appositi trasportatori, nell’apparato del Golgi do- 
ve avviene la biosintesi dei sialoglicoconiugati (sia- 
loglicoproteine, sialoglicolipidi) ad opera di siali/- 
transferasi specifiche per (a) tipo di legame (a-2-3 
glicosidico; -2-6glicosidico; -2-8-glicosidico); 
(b) tipo di saccaride di attacco (Gal, GalNAc, aci- 
do sialico); (c) tipo di glicoconiugato (glicoprotei- 
na, glicolipide, ecc.) e (d) donatore di acido sialico 
(CMP-NeuAc o CMP-NeuGc). Come esempio del- 
le diverse specificità delle sialil-transferasi si veda 
la biosintesi dei gangliosidi. 

Le modificazioni strutturali dell’acido sialico ci- 
tate sopra sono pure effettuate a livello delle cister- 
ne più periferiche dell’apparato del Golgi ad opera 
di specifiche O-acetil-transferasi, O-metil-transfe- 
rasi, O-fosfo-transferasi e, rispettivamente, in pre- 
senza dei donatori Acetil-CoA, SAM e ATP. 
L’enzimologia dell’inserimento di residui di lattato 
e solfato è ancora poco nota. La modalità di forma- 
zione dei lattoni dell’acido sialico, anche se verosi- 
milmente da catalisi enzimatica, è ancora oscura. I 
composti sialidati finali vengono avviati alla mem- 
brana plasmatica per flusso vescicolare. Le sialogli- 
coproteine già solubili nell’apparato del Golgi ven- 
gono secrete all’esterno della cellula; le sialoglico- 
proteine di membrana e i gangliosidi, a seguito del- 
la fusione fra vescicole di trasporto e membrana 
plasmatica, sono disposte sulla faccia esterna della 
stessa membrana. A livello della membrana plasma- 
tica sono possibili modificazioni dei sialoglicoco- 
niugati, quali la rimozione dell’acido sialico ad 
opera della sia/idasi posta sulla stessa membrana e 
la rimozione di residui acetilici e metilici ad opera 
di de-acetilasi e de-metilasi. 

La rimozione dell’acido sialico dai sialoglicoco- 
niugati come tappa iniziale del processo catabolico 
avviene nei lisosomi ad opera della sialidasi lisoso- 
male. La rimozione dei residui O-acetilati, O-solfa- 
ti, O-fosfati e O-lattati dai derivati dell’acido siali- 
co è operata da de-acilasi, solfatasi, fosfatasi e O- 
lattil-idrolasi presenti pure nei lisosomi. Da notare 
che la sialidasi lisosomale può agire sull’acido sia- 
lico dopo la rimozione di questi residui. L'acido sia- 
lico viene rilasciato dai lisosomi attraverso un tra- 
sportatore specifico e, passato nel citosol, può esse- 
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Figura 20.20 Rappresentazione schematica delle varie fasi del metabolismo dell'acido sialico e 
delle sedi subcellulari dove queste fasi hanno corso 


M = metile; S = solfato; P = fosfato; L = lattile; Ac = acetile; ACCOA = acetil-Coenzima AO 
= NeuAC; @ NeuGc; @ = accettore glicoproteico o ceramidico di acido sialico oppure 
glicoconiugato desialilato;@M@ = prodotti della degradazione dei glicoconiugati; @= prodotti 
della degradazione liasica dell'acido sialico; VT = vescicola di trasporto. 


re trasformato da una sialato-piruvato-liasi in N- 
acetil mannosamina e piruvato. 

Come già riferito trattando il catabolismo dei 
gangliosidi, l’acido sialico liberato dai lisosomi è di- 
sponibile, nel citosol, per essere riciclato a scopi 
biosintetici. È altrettanto possibile che gli endosomi, 
primari e secondari, si fondano con cisterne dell’ap- 
parato del Golgi, consentendo un riciclo di sialo 


composti con possibilità che in parte, all’interrno 
dello stesso apparato del Golgi, vadano incontro a 
modificazioni. Si configura così un “sistema di ri- 
modellamento” della sialilazione come combinazio- 
ne, a livello dell’apparato del Golgi, tra flussi vesci- 
colari intracellulari ed eventi biosintetici primari. 
La complessità del metabolismo dei sialoglico- 
coniugati ne riflette la peculiarità e molteplicità di 


implicazioni funzionali. La presenza della carica 
negativa, - che può essere fortemente amplificata 
nei composti aventi più resti di acido sialico legati 
fra di loro ed in quelli contenenti residui di solfato 
e fosfato, - in un contesto molecolare quale quello 
saccaridico già ricco di specifiche capacità interat- 
tive, caratterizza i due ambiti funzionali in cui sono 
coinvolti i sialoglicoconiugati: (a) mascherare sac- 
caridi riconoscibili da ligandi potenzialmente lesivi 
per le cellule e costituire un segnale chimico avver- 
tito dal sistema immunocompetente come indicato- 
re di “self”; (b) fungere da segnali di riconoscimen- 
to per proteine (lectine) che posseggono domini 
predisposti a riconoscere differenti strutture sacca- 
ridiche sialilate e quindi partecipare a processi di ri- 
conoscimento specifico fra cellule o fra molecole e 
organuli intracellulari. 

Esempio dell’effetto mascherante è la desialila- 
zione delle glicoproteine seriche con esposizione di 
residui di galattosio. Ciò consente l’interazione del 
galattosio con recettori specifici (lectine) di cellule 
epatiche, con conseguente loro assunzione da parte 
del fegato e degradazione. La desialilazione degli 
eritrociti, che si attua nel processo fisiologico di in- 
vecchiamento di queste cellule, o a seguito di trat- 
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tamento con sialidasi, espone residui di galattosio 
sulla superficie cellulare che, riconosciuti da lectine 
specifiche per il galattosio presenti sulle superfici 
nei macrofagi splenici, innesca la fagocitosi degli 
eritrociti e quindi prelude alla loro rimozione dal 
sangue (Fig. 20.21). L’effetto demascherante è an- 
che utilizzato da virus, batteri ed altri microorgani- 
smi che utilizzano le loro sialidasi per rimuovere 
l’acido sialico dalla superficie delle cellule esposte 
e quindi penetrare entro le cellule stesse. Ciò costi- 
tuisce il presupposto per la sintesi di analoghi del- 
l’acido sialico che agiscano da inibitori competitivi 
specifici delle sialidasi batteriche o virali (e non di 
quelle umane), e possano quindi essere impiegati 
come farmaci antinfettivi (un esempio è l’acido 2,3- 
didehydro-2,4-dideossi-4-quadinilin-N-acetil-neu- 
raminico, potente inibitore selettivo della sialidasi 
del virus influenzale). Altro approccio è il possibile 
l’impiego di sialoderivati di sintesi o di sialooligo- 
saccaridi (quali quelli contenuti nel latte) per impe- 
dire l’aggressione da parte dei batteri del tratto ga- 
stroenterico. 

Sialoglicoproteine e sialoglicolipidi di superfi- 
cie possono interagire con lectine (sialoadesine, se- 
lectine) che riconoscono specificamente l’acido sia- 


Figura 20.21 Ruolo dell'acido sia- 
lico nei processi di associazio- 
ne/dissociazione cellula/cellula e 
cellula/ligando solubile esterno 





Effetto mascherante dell'acido sialico e 
importanza della rimozione dell'acido 
sialico nelle interazioni. E pure illustrato 
il ruolo delle sialidasi ® e delle sialiltran- 
sferasi © nella regolazione e modulazio- 
ne di questi eventi. 
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lico. Questa interazione è alla base di importanti 
eventi cellulari: il differenziamento e la maturazio- 
ne di molte linee cellulari, le risposte immunitarie, 
lo sviluppo tumorale, i processi infiammatori, la fa- 
gocitosi. 


Molecola di adesione cellulare di 
tessuto nervoso (NCAM) e 
Metabolismo dell'acido polisialico 


La “adesività cellulare” è una delle principali 
modalità con cui si mutuano informazioni fra cellu- 
le. L’adesività è operata da molecole di adesione 
(CAM, “cell adhesion molecule”), proteine, molto 
spesso glicoproteine, inserite nella membrana pla- 
smatica, contenenti domini strutturali capaci di in- 
teragire specificatamente fra loro. Le cellule del si- 
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stema nervoso sono tra quelle in cui la rete delle co- 
municazioni intercellulari è più sviluppata e com- 
plessa e conferisce loro “plasticità”. In questa 
espressione funzionale, un compito importante è 
svolto dalla NCAM (“Neural Cell Adhesion 
Molecule”). Codificata da un gene a copia singola 
si presenta in tre forme molecolari di 180, 140 e 120 
kDa, caratterizzate da una porzione N-terminale ex- 
tracellulare contenente cinque domini immunoglo- 
bulinici (IG1 > IGS a partire da quello più N-ter- 
minale) seguiti da due domini fibronectinici di tipo 
III (Fig. 20.22). La NCAM di 180 e 140 kDa pos- 
seggono un dominio idrofobico intramembrana, ed 
una porzione C-terminale citosolica (che è diversa 
nelle due forme). La NCAM di 120 kDa è invece 
legata alla membrana attraverso un’ancora GPI. 
Le porzioni extracellulari posseggono domini che 
consentono legami con proteoglicani contenenti 
eparansolfato. Tutte le forme di NCAM sono N-gli- 
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Figura 20.22 Schema della organizzazione strutturale delle varie forme di NCAM, con indicazione 
dei domini di tipo immunoglobuline (Ig 1, 2, 3, 4, 5), dei domini di tipo fibronectina III (FNIII-1, 
e -2), e dell'attacco alla membrana con l'ancora glicano fosfoinositidica (GPI) 


Sono pure indicati i siti di N-glicosilazione, compresi quelli (sul dominio lg5) portanti acido polisialico (PSA). 


coproteine con sei siti di possibile N-glicosilazione 
di cui 1 sul dominio IG3, 2 sull’IG4 e 3 sull’IG5S. 

Caratteristica peculiare della NCAM è di avere 
ancorato al NeuAc, con legame a-2-8 glicosidico 
l'acido polisialico (PSA), una catena di acidi siali- 
ci, da 8 fino a un centinaio di unità, legati fra loro 
da legami c-2-8 glicosidici. Ogni molecola di 
NCAM può portare due di queste catene inserite in 
due dei 6 potenziali siti di legame costituiti da sin- 
goli residui di NeuAc di 2-3 legati all’N-oligosac- 
caride. Il PSA può essere costituito da NeuAc, 
NeuGc, KDN. Da notare che catene di PSA si ri- 
scontrano anche nelle strutture lipopolisaccaridiche 
delle capsule batteriche. 

L’inserimento delle catene di acido polisialico 
sul NCAM avviene nell’apparato del Golgi quando 
il polipeptide del NCAM, dopo essere stato oggetto 
delle prime tappe della N-glicosilazione nel retico- 
lo endoplasmatico rugoso, vi si è trasferito. La gli- 
cosilazione è catalizzata da due sialiltransferasi 
specifiche, ST-8 I e ST-8 II. inserite nella membrana 
del Golgi col sito attivo esposto verso il lume. 
Ciascuno di questi enzimi biosintetizza piccole ca- 
tene e le trasferisce sul residuo dell’acido sialico & 
2-3 glicosidicamente legato all’N-oligosaccaride 
del NCAM sopra descritto. 

I due enzimi funzionano in sinergia riuscendo 
così a produrre catene di acido polisialico più lun- 
ghe di quanto ciascun enzima sia in grado di fare da 
solo. Sono costruite solo due catene di acido poli- 
sialico. Le due polisialil-transferasi possono opera- 
re su NeuAc, NeuGc e KDN impiegando come do- 
natori di glicosile CMP-NeuAc, CMP-NeuGc e 
CMP-KDN , rispettivamente. 

L’NCAM biosintetizzato viene poi trasferito al- 
la membrana plasmatica per flusso vescicolare. Nel 
caso della biosintesi dell’NCAM 120 la polisialila- 
zione avviene sulla glicoproteina a livello dell’ap- 
parato del Golgi. Successivamente la glicoproteina 
polisialilata è trasferita sull’ancora GPI per azione 
di una specifica transferasi, sempre nell’apparato 
del Golgi, ed il complesso formatosi avviato alla 
membrana plasmatica. 

La degradazione dell’acido polisialico è inqua- 
drata dal catabolismo dell’NCAM e viene operata 
entro i lisosomi seguendo lo schema generale della 
degradazione delle glicoproteine. A livello dei liso- 
somi agisce inizialmente una endo-sialidasi specifi- 
ca che catalizza l’idrolisi dei legami o. 2,8 glicosi- 
dici all’interno della catena di PSA, generando 
frammenti oligosaccaridici, che vengono poi com- 
pletamente degradati da esosialidasi a singole mo- 
lecole di acido sialico. 

Le lunghe catene di acido polisialico hanno una 
struttura secondaria caratterizzate da sequele di spi- 


Sialoglicoconiugati ® 545 


rali ciascuna costituita da 7-8 residui di acido siali 
co. Ripiegamenti del polimero sono possibili a se- 
guito di interazioni con la rete macromolecolare 
presente nella matrice extracellulare: ciò configura 
una struttura terziaria. La presenza dei residui car- 
bossilici dissociati conferisce al polimero una forte 
carica negativa, responsabile di interazioni repulsi- 
ve, e provoca imponente idratazione (anche a segui- 
to di salificazione con cationi) che aumenta forte- 
mente il raggio idrodinamico e quindi il volume 
della molecola. Pertanto la presenza di PSA porta a 
ridurre le interazioni associative fra le cellule, faci- 
litando così processi quali la proliferazione cellula- 
re e il differenziamento. Nel contempo però, l’arric- 
chimento di acqua verso la superficie delle cellule 
dovuto al PSA, facilita i contatti di sostanze idrofi- 
le presenti nella matrice con la superficie cellulare, 
favorendo la risposta delle cellule a sollecitazioni 
esterne (plasticità cellulare). 

Il sistema nervoso è fra i tessuti il più ricco di 
PSA. Il maggior contenuto relativo di cellule con 
PSA si riscontra nel periodo embrionale, nelle fasi 
che precedono la migrazione dei precursori, con 
inizio del differenziamento e dello sviluppo degli 
assoni e poi nella sinaptogenesi e nella mielinizza- 
zione. Il contenuto di cellule con PSA si dimezza 
nella successiva fase neonatale caratterizzata dalla 
formazione, maturazione e consolidamento dei cir- 
cuiti interneuronali, e si riduce ulteriormente nella 
vita adulta con punte di aumento nei momenti di ri- 
sposta a insulti esterni e di riparazione tessutale 
(esprimendosi particolarmente negli aspetti della 
plasticità neurale) (Fig. 20.23). 


GLICOSILAZIONI REGOLATORIE 


Tra le modificazioni post-traduzionali delle pro- 
teine un ruolo particolare è rappresentato dall’attac- 
co e distacco di un gruppo chimico cruciale per re- 
golare le loro funzioni. Si tratta di un meccanismo 
biochimico di intermittenza fra uno stato funziona- 
le attivo ed uno inattivo. Esempi sono la metilazio- 
ne/de-metilazione e la acetilazione/de-acetilazione 
degli istoni, importanti nel controllo della duplica- 
zione e trascrizione del DNA, come pure la fosfori- 
lazione/de-fosforilazione come sistema di regola- 
zione della attività di moltissimi enzimi. Un sistema 
regolatorio intermittente simile a quello del fosfato 
è costituito dall’attacco/distacco di residui di 
GlcNAc. Il legame -O-glicosidico si stabilisce fra 
GleNAc e un residuo di Ser/Thr della proteina, 
L’attacco è catalizzato da una O-GIcNAc transfera- 
si (OGT) e il distacco da una specifica [}-esosammi» 
nidasi, la O-GlcNAc idrolasi (0-Gasi): 
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La OGT, a sede citosolica, è un trimero di una 
singola subunità di 110 kDa o un eterotrimero di 
due subunità di 110 kDa ed una subunità di 78 KDa. 
Una isoforma di OGT, caratterizzata da una specie 
molecolare di 103 kDa è localizzata nella membra- 
na mitocondriale interna. La O-Gasi è una f-eso- 
samminidasi, presente nel citosol e con pH ottima- 
le neutro. È anche denominata esosamminidasi C 
per distinguerla dalle esosamminidasi A e B, pre- 
senti nei lisosomi e con pH ottimale acido. 

Il sistema di attacco/distacco di O-GalNAc ha 
analogie con il sistema di attacco/distacco di fosfa- 
to operato dalle proteine chinasi e proteine-fosfata- 
si, nei rispetti del quale è competitivo sul piano fun- 
zionale. 

Accanto alle analogie ci sono differenze. La 
OGT e la O-Gasi praticamente ubiquitarie per 
quanto attiene specie animale e distribuzione tessu- 
tale, sono enzimi singoli, non famiglie di enzimi, 
mentre le proteine-chinasi e le proteine-fosfatasi so- 
no molto numerose, con forte specificità di specie e 
distribuzione tessutale, e quindi dipendenti da un 
apparato genomico molto complesso. Inoltre protei- 
ne-chinasi e fosfatasi possono avere sede citosolu- 
bile o di membrana. Per quanto attiene la OGT non 
esiste nessun dominio di “consenso” riguardante il 
resto della serina o treonina coinvolte nella O-glico- 
silazione con GlcNAc, a differenza delle proteine- 
chinasi, dove questo dominio è presente. 

Molte proteine possono essere sottoposte sia a 
fosforilazione/de-fosforilazione sia a O-GlcNAc 
glicosilazione/de-glicosilazione (Fig. 20.24). I due 
processi possono interessare differenti resti di seri- 
na/treonina, lontani o vicini fra di loro, oppure, in 
alcuni casi, essere in competizione per lo stesso re- 
sto. La presenza di O-GIcNAc tende ad impedire la 
fosforilazione o, se questa è già avvenuta ad annul- 
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Figura 20.24 Interazione fra i sistemi di regola- 
zione basati sulla fosforilazione/de-fosforila- 
zione o GICNAc glicosilazione/de-glicosilazione 
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Nel caso (A) i due sistemi sono in competizione sullo stes- 
so residuo di serina o treonina; nel caso (B) ciascun siste- 
ma coinvolge un residuo di serina o treonina diverso e si 
può avere impegno di un solo residuo o di entrambi i re- 
sidui. | residui di serina o treonina sono indicati come 
gruppo funzionale -OH. 


larne o attenuarne l’effetto. Pertanto il sistema O- 
GleNAc glicosilazione/de-glicosilazione può consi- 
derarsi sul piano funzionale alternativo a quello del- 
la fosforilazione/de-fosforilazione. Nella Tabella 
20.III sono riportate proteine di vario significato 
funzionale nelle quali è attivo il sistema della O- 
GleNAc glicosilazione/de-glicosilazione. Da quan- 
to esposto risulta chiaramente l’implicazione del si- 
stema regolatorio della O-GlcNAc glicosilazione/ 
de-glicosilazione in importanti processi quali l’e- 
spressione delle proteine, la trasduzione di segnali 
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Tabella 20.III 


Proteine che possono andare incontro a O-GleNA: 
glicosilazione/de-glicosilazione. 


® Proteine associate alla cromatina. 

e Proteine dei pori nucleari; Nap 54/ 
62/153/155/180/214/358. 

e Fattori di trascrizione : Sp1; CTF; fattore nucleare 
1 degli epatociti; V-erbA; fattore di trascrizione 
specifico del pancreas; c-Myc; P53; ER— a, B; B- 
catenina; NF-kB; PAX-6; placoglobina; YY1; PDX- 
1 €REB: RB='P107: 

e RNA polimerasi Pol Il (sub-unità grande). 

® Proteine leganti RNA: HnRNPG (antigene La); 
proteina legante il sarcoma di Ewing; fattore di in- 
zio eucariotico 4A]; fattore di allungamento 1- ai; 
proteina $24 della unità ribosomale 405. 

e Fosfatasi e chinasi: tirosina fosfatasi nucleare p65; 
CKII; substrati del recettore insulinico 1 e 2; GSK- 
38; PI3-chinasi; caseina chinasi Il; AKT. 

® Proteine del citoscheletro: Filamenti intermedi 
(cheratina 8, 13, 18; neuro filamenti H n L); tali- 
na; vinculina; anchirina); sinapsina 1; 2-tubulina; 
dineina LC1, AP-3 e -180; B-APP 

® Proteine chaperoniche: Hsp 27; Hsc 70; Hs 90. 

® Enzimi metabolici: eNOS; Glicogeno sintetasi; gli- 
ceraldeide-3-fosfato deidrogenasi; fosfoglicerato 
chinasi; enolasi; piruvato chinasi; UDP-G pirofo- 
sforilasi; OGT. 

® Altri: fattore di inizio della proteino-sintesi eucario- 
te; CRMP-2; carbossiidrolasi dell’ubiquitina L]; 
GLU T-1; componente C 2 del proteosoma; omo- 
logo umano del Sec 23; proteina 1 interagente 
con il recettore del GABA. 

e Proteine virali: antigene-T grande SV-40; fosfopro- 
teina basica virale; proteina del rotavirus N$26; 
proteina-gp 41 della capsula di baculovirus. 


dall’esterno all’interno della cellula, il traffico in- 
tracellulare di molecole o organuli, le vie metaboli- 
che di utilizzo e stoccaggio dei nutrienti controllati 
dalla fosforilazione/de-fosforilazione, e i sistemi di 
risposta allo stress ossidativo. I precisi meccanismi 
molecolari con cui i due enzimi chiave del sistema 
regolatorio della O-GICNAC glicosilazione/degli- 
cosilazione esplicano la loro azione come pure le 
connessioni dello stesso sistema con l’asse endocri- 
no, nervoso e immunitario sono ancora da chiarire. 

E da notare che l’attività dell’OGT e quindi la 
“capacità” del sistema di GlcNAc glicosilazione/ 
de-glicosilazione è dipendente dalla disponibilità di 
UDP-GleNAc, oltre che dal rifornimento dell'ATP 
necessario per la fosforilazione dell’UDP liberato 
nella reazione di trasferimento di GIcNAc. Nel con- 
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tempo, oltre una certa concentrazione, 1’ UDP- 
GleNAc esercita azione inibitoria sulla 
glutammina-fruttosio-6-fosfato transaminasi con 
riduzione della produzione del GIcNAc-6-fosfato, 
precursore dell’UDP-GlcNAc. Pertanto tanto mag- 
giore è l'impegno metabolico dell’UDP-GlcNAc 
tanto minore è la possibilità che l’inibizione regola- 
toria si attivi. 

E stato calcolato che il 2-5% del glucosio utiliz- 
zato dalle cellule serve ad alimentare la via di for- 
mazione della glucosammina-6-fosfato e quindi la 
produzione di UDP-GlcNAc, UDP-GalNAc e 
CMP-acido sialico. Pertanto la O-GIcNAc glicosi- 
lazione è associata ai processi biosintetici di presso- 
ché tutti i glicoconiugati. Poiché la O-GIcNAc gli- 
cosilazione avviene in grandissima prevalenza nel 
citosol, sede di formazione dell’UDP GlcNAc, è da 
prevedere che l’ampiezza di questo tipo di glicosi- 
lazione concorra efficacemente a tenere i livelli di 
UDP-GIcNAc al di sotto del valore soglia idoneo a 
innescare la inibizione a “feed-back” della glutam- 
mina/fruttosio-6-P-transaminasi. Di converso si è 
osservato che l’iperglicemia, come pure l’aumento 
della concentrazione di acidi grassi o di amminoa- 
cidi, si accompagna ad una elevazione del flusso at- 
traverso la via di biosintesi delle esosammine e ad 
aumento della O-GleNAc-glicosilazione. Ne segue 


interferenza negativa sui siti di regolazione propri 
dell’insulina e quindi insulino-resistenza. Pertanto 
l’iper O-GIcNAc glicosilazione può considerarsi un 
indice di diabete di tipo II. 

Significativa è pure l’osservazione che nella ma- 
lattia di Alzheimer, dove la disponibilità di glucosio 
a livello neuronale è ridotta, alcune proteine quali la 
Tau, 1 neuro-filamenti e la proteina precursore del- 
l’amiloide sono meno O-GlcNAc-glicosilate rispet- 
to al normale. Ciò porterebbe ad una maggiore po- 
sizione di siti fosforilabili da parte delle proteine- 
chinasi, a iper-fosforilazione della proteina Tau ed 
altre proteine e, di conseguenza, formazione degli 
agglomerati  fibrillari tipici della malattia. 
Situazioni patologiche associate ad aberranti (sia 
per eccesso che per difetto) O-GIcNAc glicosilazio- 
ni sono elencate nella Tabella 20.IV. 


LECTINE 


Le lectine sono proteine che legano specifica- 
mente saccaridi. Esse sono di- o oligo-valenti (rara- 
mente monovalenti) e per lo più oligomeriche per 
cui ogni molecola di lectina possiede più siti di at- 
tacco al (ai) saccaride(1). Proprio per questo posso- 


Tabella 20.IV 


Stati patologici che si associano ad anomalie del sistema di O-GlcNAc glicosilazione/de-glicosilazione. 


a. Aumento della O-GlcNAc glicosilazione 


Muscolo, tessuto adiposo | Diminuita risposta all’insulina con diminuzione 
del traffico verso la membrana plasmatica del 


Insulino-resistenza, 
Diabete di tipo Il 


GLUT-4 e diminuita sintesi del glicogeno 


Tessuto vascolare Diminuita attività della eNOS, Aumento della tra- | Aterosclerosi 
| scrizione del fattore Sp] 


Aumentata espressione del TGF-a Abnorme pro- | Sclerosi glomerulare 
duzione di componenti della matrice extracellula- 
re quali eparan-solfato e fibronectina 


Miocardio Diminuita espressione della pompa del Ca?*- 
ATP dipendente 


b. Diminuzione della O-GlcNAc glicosilazione 


Cervello 


Aumento della fosforilazione della proteina TAU e | Malattia di Alzheimer 
della proteina che precorre l’amiloide-B. con 


Sclerosi laterale amiotrofica (2) 


anomala proteolisi e formazione del frammento 


tossico B 1-42 


Anomalie dei neuro filamenti H, L, M, della si- I 
napsina |, della proteina AP-3e, della clatrina con 
disturbo del traffico intracellulare 





no legarsi a saccaridi di differenti cellule provocan- 
done l’agglutinazione. Esse non fanno parte del si- 
stema iImmunocompetente e quindi sono distinte 
dagli anticorpi specifici per apteni saccaridici. Le 
lectine possono riconoscere distintamente i seguen- 
ti saccaridi: Man, Man-6-P, Glc, Gal, GalNAc, 
GleNAc, Fuc e acido sialico, solitamente presenti in 
oligosaccaridi o glicoconiugati. Esse sono legate a 
membrane (plasmatica o di organuli intracellulari), 
o solubili (nel citosol, o nella matrice di organuli in- 
tracellulari, quali reticolo endoplasmatico, apparato 
del Golgi, nucleo). 

Le prime lectine ad essere isolate e conosciute 
sono state quelle degli organuli vegetali, batteri, lie- 
viti ed invertebrati. Sono state poi riconosciute e 
isolate anche da vertebrati e, in particolare, da 
mammiferi. 

Le lectine da mammifero sono suddivise in 
gruppi, innanzitutto sulla base della struttura sacca- 
ridica che viene da loro riconosciuta. Il riconosci- 
mento può riguardare un singolo saccaride (Gal, 
Fuc, GalNAc, Man, acido sialico, ecc.) oppure un 
disaccaride (come maltosio, GalB1-3GaINAc, N- 
acetil-lattosammina, Glco 1-3Man), oppure un oli- 
gosaccaride più o meno complesso (sLe*; SLe?; 
NeuAca-2,3(-bisolfato); GalB 1-4, Fuca-1-3, 
GleNAc; oligosaccaridi con Man o NeuAc termina- 
li). È anche possibile che vengano riconosciuti due 
monosaccaridi diversi (Gal, GalNAc; Fuc, Gal; 
GleNAc, Man; Fuc, GIcNAc) o che lectine di strut- 
tura diversa riconoscano lo stesso monosaccaride 
(Man, Gal, GIcNAc). 

Le lectine più diffuse nei vertebrati, come pure 
nei mammiferi, sono le ga/ectine (specifiche per il 
Gal), presenti nel citosol (e nel nucleo) e sulla 
membrana plasmatica e con una certa specificità 
per tipi cellulari: le galectine-4 e -6 nelle cellule 
epiteliari del tratto gastrointestinale, la galectina-5 
negli eritrociti e la galectina-7 nei cheratinociti. 

Un gruppo molto folto di /ectine è anche quello 
di “tipo C” (così chiamato perché la presenza di 
Ca°* consente il legame con il saccaride elettivo). 
Esse riconoscono differenziamente GlcNAc, Fuc, 
Gal, Man, GalNAc-4-solfato o le coppie Fuc/Gal e 
Gal/GalNAc. Le lectine di tipo C si suddividono 
nelle: (a) /ectine endocitiche (alcune associate sia 
alle membrane plasmatica e intracellulari); (b) co/- 
lectine (che presentano domini di tipo collagene e 
sono solubili); (c) selectine di tipo L- ed E- (tipiche 
delle membrane delle cellule dell’endotelio vasco- 
lare e dei leuciciti) e di tipo —P (contenute nei gra- 
nuli secretori delle piastrine e delle cellule endote- 
liari), che riconoscono oligosaccaridi contenenti 
acido sialico; (d) sig/ecs (‘“sialic acid binding, Ig-li- 
ke lectins”)(che riconoscono l’acido sialico presen- 


Lectine ® 549 


te in alcuni oligosaccaridi); (e) penzrarine (caratte- 
rizzate dalla disposizione delle loro subunità a di- 
schi sovrapposti con simmetria pentamerica) pre- 
senti nel siero; e (f) /eczicani (che interagiscono con 
1 proteoglicani). A queste si aggiungono altre lecti- 
ne meno numerose e a diversa sede cellulare e tes- 
sutale. Informazioni più dettagliate sulle lectine so- 
no presentate nella Tabella 20.V. 

E nota la struttura primaria e secondaria di pa- 
recchie centinaia di lectine. La struttura terziaria e 
quaternaria (molto spesso presente) è pure nota per 
un paio di centinaia di lectine. Le strutture sono 
molto variabili. Le conformazioni di alcuni domini, 
quale il ‘je//y roll fold” , caratteristico delle lectine 
delle leguminose (le lectine più studiate) possono 
trovarsi anche in lectine animali. Per quanto attiene 
le lectine animali alcune caratteristiche strutturali 
sono comuni: (a) la presenza del dominio di ricono- 
scimento dei carboidrati. (‘Carbohydrate 
Recognition Domain”, CRD) seppure con diversa 
sequenza amminoacidica nelle diverse lectine; (b) 
la presenza di un dominio idrofobico trans-mem- 
brana per le lectine legate a membrane; e (c) la 
molto comune struttura quaternaria con due o più 
monomeri associati (st può arrivare anche a 25-30 
subunità associate). In qualche caso le stessa lecti- 
na monomerica, contiene due CRD. Nelle lectine 
legate alla membrana il CRD è esposto verso la ma- 
trice extracellulare nel caso della membrana pla- 
smatica, e verso il lume interno nel caso della mem- 
brana di organuli subcellulari. 

Da notare che nelle lectime multimeriche ogni 
subunità possiede il proprio CRD, per cui la stessa 
lectina può anche agganciarsi a molteplici ligandi 
saccaridici: da ciò la proprietà agglutinante posse- 
duta da molte lectine. Le dimensioni delle lectine 
sono molto diverse: il peso molecolare varia da 14 
-35 kDa delle galectine a un massimo di 175 kDa 
per le lectine di tipo C, a 200-650 kDa per le collec- 
tine. Il CRD consiste di circa 135 aminoacidi nelle 
galactine, 115-150 amminoacidi nelle lectine di ti- 
po C e nelle altre lectine. Ulteriore caratteristica 
strutturale delle lectine è di possedere sequenze 
aminoacidiche particolari: nella proteina legante 
epatica (HBP) umana, tipica leptina endocitica, il 
CRP possiede tre siti ligandi il Ca?*, essenziale per 
il legame specifico con il saccaride; analogamente 
nella lectina CD-MPR bovina, lectina di tipo B, le- 
gante il Man-6-P, il Mn?* è necessario per legare il 
saccaride. Nelle collectine sono presenti molteplici 
sequenze ripetitive tipo collagene (Gly-X-Y) che, 
in alcune di esse (per esempio le collectine leganti 
il Man) determinano il parziale avvolgimento a tri- 
pla elica (proprio del collagene) di tre monomeri: 
nelle selectine sono presenti uno o più domini di ti 
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Tabella 20.V 


Caratteristiche delle lectine di organismi vertebrati. 


Lectine di tipo C 
Lectine endocitiche 
Lectina epatica di mammifero 
Lectina epatica aviaria 
Recettore specifico per Gal/Fuc 
Recettore del Gal 
Langerina 
Recettore del Man 
Recettore del GalNAc-4-solfato 
Collectine 
Proteina A legante il Man 
Proteina C legante il Man 
Conglutinina 
Collectina CL-43 
Proteina A surfattante 
Proteina D surfattante 


Lecticani 














































Gal o GalNAc 
GlceNAc 

Fuc e Gal 

Gal 

Man 

Man 
GalNAc-4-solfato 


Epatociti parenchimali 

Epatociti parenchimali 

Macrofagi epatici di mammifero 
Macrofagi peritoneali di mammifero 
Cellule del Langherans 

Macrofagi di mammifero 

Cellule endoteliari epatiche 























Man 
Man 
GlceNAc o Man 
Man 

ManNAc 
Maltosio 


Siero di mammifero 

Cellule epatiche di mammifero 
Siero bovino 

Siero bovino 

Alveoli polmonari di mammifero 
Alveoli polmonari di mammifero 






































Aggrecano Cartilagine Fuc e Gal 
Brevicano Tessuto nervoso Glicolipidi solforati 
Neurocano Tessuto nervoso Glicolipi solforati 


Versicano Fibroblasti Fuc e GlcNAc 











Selectine 

L-Selectine 
E-Selectine 
P-Selectine 




















Sialil-(6-solfo)-LewisX (-) 
slex, sLea (*, ** 


* i 


sLex, sLea (*, 


Leucociti 
Cellule endoteliari stimolate 
Granuli secretori di piastrine e cellule endoteliari 





Lectine di tipo P 
Recettori del Man-6-fosfato Ubiquitari Man-6-P 


Pentraxine 





Proteina C-reattiva Siero Gal-6-P 
Componente serico della Siero 4,6-O-[carbossietilidene] Gal 
sostanza amiloide P 
Altre 
AAA Siero di Anguilla Fuc 
Calreticolina Reticolo endoplasmatico Glc a-1-3 Man 
Calnexina Reticolo endoplasmatico Glc a-1-3 Man 
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Figura 20.25 Schema della organizzazione strutturale di alcune selectine e del loro coinvolgimen- 


to in processi di adesione cellulare specifica 


Nel caso della selectina-E la cellula endoteliare la utilizza per interagire con neutrofili, monociti, eosinofili e alcune 
specie di linfociti. La selectina-L è coinvolta nell'adesione dei linfociti con cellule endoteliari delle venule e dei linto- 
nodi periferici. A: dominio CRD (“carbohydrate recognition domain”); B:dominio tipo EGF (“epidermal growth fac- 
tor”); C: dominio CD (“ricco in cistina);0000 , struttura oligocaccaridica. 


po EGF (“Epidermal Growth Factor”) e due o più 
domini di tipo CRC (‘“complement receptor”) ; nel- 
la porzione extracellulare delle “siglecs” sono pre- 
senti numerosi domini di tipo immunoglobulinico 
(Ig), per cui le stesse “siglecs” sono considerate 
membri della superfamiglia delle immunoglobuline 
di tipo I. Nella Fig. 20.25 sono riportate schemati- 
camente, a titolo di esempio, le strutture di alcune 
selectine. 

La combinazione specifica fra il CRD della lec- 
tina e la corrispondente struttura saccaridica avvie- 
ne di solito a livello di lievi depressioni della super- 
ficie della lectina, entro le quali si accomoda il li- 
gando; solo in pochi casi l’interazione avviene a li- 


vello di profonde introflessioni della struttura ter- 
ziaria della proteina. L'interazione specifica è resa 
possibile da : (a) /egami ad idrogeno fra ossidrile 
del saccaride e resti di amminoacidi, quali acido 
aspartico, asparagina, acido glutammico, glutammi- 
na, arginina, e, meno frequentemente, i gruppi NH 
e CO del legame peptidico (da ricordare, al riguar- 
do, che gli ossidrili saccaridici, nell’interazione con 
le proteine, possono agire sia da donatori sia da ac- 
cettori di legami ad idrogeno producendo legami 
cooperativfi e posseggono libertà rotazionale nel- 
l’angolo torsionale C-OH, proprietà molto impor- 
tante per conferire specificità); (b) interazioni fra 
catene laterali idrofobiche di amminoacidi e super- 
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fici idrofobiche di saccaridi derivanti dalla posizio- 
ne sterica dei gruppi idrossilici e dei gruppi metilici 
delle N-acetilesosammine e del fucosio; (c) intera- 
zioni ioniche coinvolgenti i gruppi carbossilici del- 
l’acido sialico e degli acidi uronici e di gruppi solfo- 
rici o fosfati presenti in alcuni saccaridi; (d) ponti di 
acqua dovuti alla formazione di legami ad idrogeno 
proteine (lectine)-acqua e ligandi (saccaridi)-acqua, 
che poi evolvono in legami proteine-ligandi; (e) 
eventuale presenza di ioni (Ca°?*, Mn°*) che fanno 
da ponte tra proteine e saccaridi. Esempi di combi- 
nazioni fra siti attivi di lectine e i corrispondenti sac- 
caridi son presentati nella Figura 20.26. 


A) Recettore del Man-6-P 
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Le lectine di membrana partecipano ai processi 
di rimozione di glicoproteine dal circolo ematico, 
alla eliminazione di agenti cellulari patogeni, al 
traffico di glicoproteine fra i diversi organuli intra- 
cellulari e alla migrazione dei linfociti dal flusso 
ematico ai linfonodi, alla milza e ad altri organi lin- 
foidi, come pure alla metastasi di cellule tumorali. 
Le lectine citosolubili possono attivare il comple- 
mento. 

I processi in cui sono implicate le lectine sono 
riassunti nella Tabella 20.VI. 


Figura 20.26 Esempi di interazione fra siti 
attivi di lectine e i corrispondenti saccari- 
di 


(A): Recettore del Man-6-P (CD-MPR, lectina di ti- 
po P): è indicata la rete di legami ad idrogeno che 
coinvolge diversi amminoacidi, il fosfato in Cé e gli 
ossidrili in C1, C2, C3, C4 del Man-6-P e il man- 
ganese (Mn); (B): Lectina da semi di legumi e N- 
acetillattosammina: è indicata la rete di legami ad 
idrogeno tra differenti amminoacidi, gli ossidrili in 
C2, C3, CA, Cé del Gal e il Cé della GlcNAc, e 
una molecola di acqua (pallina azzurra); (C): 
Fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e un fram- 
mento pentasaccaridico di eparansolfato: è indica- 
ta la rete di legami elettrostatici (linee a trattini) fra 
amminoacidi basici (Arg, Lys, Asn) e resti solforici 
della GlIcNS-O-6S e dell'acido iduronico (ldo-O- 
29): 


C) Fattore di crescita dei fibroblasti 
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Tabella 20.VI 


Processi in cui sono coinvolte le lectine. 


Processo interessato 


Induzione dell’apoptosi 

Controllo del ciclo cellulare 

Mitogenesi 

Modulazione dei processi di trasduzione di segnali 


Modulazione delle interazioni cellula-cellula e cellula- 


ligandi 
Orientamento delle glicoproteine ai lisosomi 
Fagocitosi (rimozione) delle glicoproteine ematiche 


Mielinizzazione e rigenerazione del tessuto nervoso 
Interazione sperma-ovulo 

Controllo della migrazione dei leucociti 
Differenziamento dei leucociti 

Rimozione degli ormoni glicoproteici solforati 
Controllo delle biosintesi delle glicoproteine 
Risposte allergiche 

Attivazione del complemento 

Risposte immunitarie 

Infiammazione 

Metastasi tumorale 

Angiogenesi 

Aterosclerosi 
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Galectina-3 

Siglec-2 (nei linfociti B) 
Galectina-1, -3, -7, -8, -9 


Recettore del Man-6-P 

CD44, dectina, MMR(“Macrofage mannose recep- 
tor”), SP-A (“Surfactant Protein-A°) 

Siglec-4a e -4b 

Spermadesina, sp-56 

Selectina-L. —E e —P 

Siglec-5, -6, -7, -8, -9,10 
i MMR 

Calnexine, reticoline 

Galectina-3, -9, -10 

Collectina, MBL (“Mannose binding protein”) 
Galectina-1, -3, -9, -10 

Galectina -1, -11 
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Galectina-3 

| Galectina-3 
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22° | Biochimica cellulare: 


71 aspetti biochimici delle 
principali funzioni 
cellulari 


(a cura di G. Tettamanti) 


| Introduzione 
|lI. Trasduzione di segnali regolatori dall'esterno all’interno della cel- 
lula 

. Agenti-segnale, messaggeri primari, recettori 

. Trasduzione di segnali e trascrizione di geni: generalità sul mecca- 
nismo molecolare 

. Natura dei recettori implicati nei processi di trasduzione di segna- 
li 

. Trasduzione di segnali attraverso la membrana plasmatica media- 
ta da messaggeri secondari, o mediatori intracellullari: AMP cicli- 
co (CAMP): metabolismo; regolazione dell’adenilato-ciclasi;, azione del 
CAMP; amplificazione enzimatica; specificità del sistema di trasduzione 
di segnali adenilato ciclasi dipendente: potenza, brevità e intermittenza 
del sistema di segnali adenilato ciclasi dipendente - GMP ciclico 
(CGMP) e ossido nitrico - Inositolofosfati e diacilglicerolo: metabo- 
lismo; attivazione delle fosfolipasi C operanti sui fosfoinositidi; azione 
degli inositoli-trifosfati e del diacilglicerolo: ruolo della proteina chinasi C 
- Ca?* ioni: variazione della concentrazione dei Ca? nel citosol; aper- 
tura controllata dei canali per i Ca” ; azione dei Ca” - Messaggeri se- 
condari formati per idrolisi della fosfatidilcolina - Messaggeri se- 
condari formati per idrolisi di sfingolipidi (messaggeri sfingoidi) 

. Biotrasduzione di segnali non mediata da messaggeri secondari. 
Vie di trasduzione attraverso recettori ad attività tirosino-chinasi- 
ca: le cascate chinasiche. Vie di trasduzione attraverso la fosfatidil- 
inositolo-4,5 difosfato-3-chinasi (PI-3K). Vie di trasduzione attra- 
verso recettori ad attività serina/treonina chinasica. Trasduzione di 
segnali mediata da recettori dotati di altre attività enzimatiche o di 
particolari attività regolatrici 
Biotrasduzione di segnali coinvolgente il citoscheletro: le integri- 
ne. Integrine e organizzazione del citoscheletro. Integrine e trasdu- 
zione di segnali nel citosol. Interazioni fra integrine e recettori cel- 
lulari con attività tirosino-chinasica (RTK) 

Trasduzione di segnali attraverso i recettori Notch 





li 
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I.n. Trasduzione di segnali attraverso ligandi Wnt 

I.i. Trasduzione di segnali innescati dall’insulina. Proteine chinasi aci- 
do adenilico dipendenti (AMPK): effetti immediati delle AMPK sul me- 
tabolismo glicidico e lipidico, effetti della AMP-K sulla trascrizione e tra- 
duzione genica. Proteine chinasi MTOR: attivazione, controllo ed effet- 
ti della mTOR 
Particolari aspetti molecolari della trasduzione di segnali 


Il ciclo cellulare - Cicline, cicline-chinasi, cicline-chinasi-chinasi e 
cicline-chinasi-fosfatasi - Controllo del ciclo cellulare e della pro- 
gressione tra una fase e l’altra - Correlazione fra ciclo cellulare e 
duplicazione del DNA 

L’Apoptosi - Il programma apoptotico - Le caspasi: proteasi di mor- 
te - Segnali apoptotici di origine intracellulare - Controllo (regola- 


zione) dell’apoptosi 


INTRODUZIONE 


Ogni cellula possiede i meccanismi molecolari 
che le consentono di proliferare e di interagire con 
l’ambiente esterno esprimendo il miglior adatta- 
mento possibile. Nel caso dei procarioti, dove il ge- 
notipo è prevalentemente espresso e la proliferazio- 
ne è l’evento fondamentale, lo sforzo adattativo può 
portare, anche rapidamente, a selezionare ed espri- 
mere, fra gli assetti genetici prodotti dalle mutazio- 
ni, quello più favorevole. Negli eucarioti, e tanto 
più quanto più complessi sono gli organismi, due si- 
tuazioni assumono rilievo almeno uguale a quello 
della proliferazione: il differenziamento verso feno- 
tipi cellulari funzionalmente specializzati (general- 
mente con concomitante arresto della proliferazio- 
ne) e il coordinamento fra 1 vari tipi cellulari (orga- 
ni, tessuti). In questo modo viene assicurata all’or- 
ganismo una ampia capacità di adattamento alle di- 
verse circostanze ambientali e quindi una maggior 
probabilità di sopravvivenza come singolo e di con- 
tinuità come specie. A questo scopo le cellule ven- 
gono a dotarsi di dispositivi molecolari adatti a re- 
cepire segnali (strumenti del comportamento socia- 
le delle cellule), e rispondere a questi procedendo 
sulla via della proliferazione, o su quella del diffe- 
renziamento, o adattando il proprio assetto metabo- 
lico alle esigenze momentanee e mutevoli dell’or- 
ganismo cui appartengono. Il processo attraverso il 
quale la cellula recepisce e risponde al segnale re- 
golatorio, con la mediazione della membrana pla- 


smatica, è indicato come “/rasduzione di segnali” 


(‘“trans-membrane signaling”). Il codice per tutti i 
possibili fenotipi funzionali esprimibili nel corso 
della vita di una singola cellula e di un organismo è 
contenuto nel suo genotipo e ogni quadro fenotipi- 
co è il risultato di una programmazione temporaliz- 
zata e precisa dell'espressione genica. Tale è l’ac- 





curatezza della programmazione che anche il desti- 
no delle cellule che non hanno raggiunto il “target” 
di differenziamento previsto, o hanno esaurito il 
proprio compito, è programmato: si tratta della 
morte cellulare programmata o apoptosi. 

La strategia Impiegata per realizzare questo for- 
midabile impianto fenotipico è: (a) di mantenere il 
genotipo prevalentemente represso (solo i geni 
“house keeping" sono costantemente attivi, garan- 
tendo l’approvvigionamento delle proteine funzio- 
nalmente di base sul piano strutturale e metaboli- 
co), e, (b) di esprimere i geni strutturali necessari 
per scopi specifici (cioè per la biosintesi di proteine 
specifiche) a/ momento giusto e per il tempo dovu- 
to, per poi eventualmente riportarli allo stato re- 
presso. Per questo la regolazione mediante de-re- 
pressione del processo di trascrizione a mRNA e 
quindi della traduzione di questi in proteine, è par- 
ticolarmente complessa negli eucarioti, e costitui- 
sce la “tastiera” sulla quale operano selettivamente 
1 fattori evocanti i singoli quadri fenotipici. Da qui 
l’importanza cruciale dei processi di trasduzione di 
segnali. 


I. TRASDUZIONE DI SEGNALI 
REGOLATORI DALL'ESTERNO 
ALL'INTERNO DELLA CELLULA 


Agenti-segnale, messaggeri 
primari, recettori 


l.a. 


La membrana cellulare è la parte della cellula a 
contatto con l’ambiente esterno: il liquido di coltu- 
ra nel caso di organismi unicellulari o di cellule di 
mammifero coltivate in vitro; il liquido extracellu- 
lare nel caso di cellule appartenenti a organi o tes- 
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suti; le plasma-membrane di cellule adiacenti negli 
organi e nei tessuti. Agenti extracellulari che, venu- 
ti a contatto con le cellule, possono modificarne le 
funzioni secondo un preordinato programma rego- 
latorio, sono agenti o molecole-segnale (cioè porta- 
tori di uno stimolo), detti anche /igandi bioattivi, 
agonisti (o antagonisti) o, in alcuni casi, messagge- 
ri primari (in quanto responsabili dell’innesco del 
processo regolatorio). Agenti di questo tipo posso- 
no essere di natura chimica (ormoni, fattori di cre- 
scita o di differenziamento, fattori apoptotici, neu- 
rotrasmettitori, citochine, ecc.) o di natura fisica 
(radiazioni di varia natura, stimoli elettrici, varia- 
zioni termiche, ecc.). 

Affinché la cellula sia in grado di rispondere a 
ciascuno di questi agenti è necessario che essa sia 
provvista di un recettore specifico per l'agente in 
questione, e cioè di una proteina capace di legare il 
ligando bioattivo se l’agente è di natura chimica o 
di recepire lo stimolo se l’agente è di natura fisica, 
in entrambi i casi in modo specifico. Nel caso di /i- 
eandi chimici di natura idrofilica (e quindi poco 
idonei ad attraversare la membrana) o di agenti fisi- 
ci il recettore è collocato sulla stessa membrana pla- 
smatica, con il sito di interazione collocato all’e- 
sterno (recettori di membrana). Nel caso di ligandi 
chimici di natura idrofobica (e quindi idonei a pas- 
sare attraverso la membrana) il recettore può avere 
sede nel citoplasma o nel nucleo (recettori citopla- 
smatici e nucleari). 


I.b. Trasduzione di segnali e 
trascrizione di geni: 
generalità sul meccanismo 
molecolare 


Il meccanismo molecolare che governa la tra- 
scrizione di singoli geni e la conseguente produzio- 
ne di specifiche proteine nelle cellule eucariote, in 
risposta a segnali anche extracellulari, compresi 
quelli intermittenti e temporanei, incomincia ad es- 
sere conosciuto. 

La sede operativa dell’apparato trascrizionale è 
all’interno del nucleosoma (vedi capitolo 
“Biosintesi degli acidi ribonucleici”). L'enzima re- 
sponsabile della trascrizione di un gene strutturale 
nel corrispondente mRNA è la RNA polimerasi Il, 
DNA dipendente, la quale, per avere accesso al ge- 
ne stesso deve poter interagire con la sequenza ini- 
ziatrice (TATA box o altre analoghe sequenze) del 
gene promotore e formare un complesso, i/ com- 
plesso di pre-inizio (PIC, ‘’pre-initiation com- 
plex"). In questo complesso, costituito da almeno 
una trentina di diverse proteine (vedi Fig. 21.1) la 
RNA polimerasi II si posiziona in corrispondenza 
dell’elemento iniziatorio (INR), viene attivata e in- 
nesca il processo di trascrizione. 

I principali componenti del complesso di pre- 
inizio sono: /a proteina legante il TATA box (TBP, 
“TATA box binding protein”), il fattore di trascri- 


FATTORI DI TRASCRIZIONE ESTERNI 
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Figura 21.1 Rappresentazione schematica del complesso di preinizio (PIC) comprendente la RNA 
polimerasi II DNA dipendente (POLASI II), la porzione di DNA contenente il "TATA BOX" del ge- 
ne promotore e l'elemento iniziatore (INR) a livello del quale ha inizio la trascrizione del gene 
strutturale. Avvenuto l'assemblamento dei vari fattori trascrizionali (TF) di base e l'intervento 
(quando dovuto) dei fattori trascrizionali esterni, I'RNA polimerasi II si attiva per fosforilazione @ 


inizia la trascrizione 
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zione II A (TF-IIA) collocato a monte del TATA 
Box; il fattore di trascrizione IIB (TF-IIB), colloca- 
to nella zona di inizio della trascrizione a valle del 
TATA box; i/ fattore di trascrizione IF (TF-IF), 
facente parte del sistema multimerico della RNA 
polimerasi II; i fattori di trascrizione TF-I’H ed E 
(TF -ITH e TF-IHE), posti a valle del TATA box in 
contiguità con la RNA polimerasi II; i fattori attiva- 
tori del TATA box (TAF, “TATA box activating fac- 
tors') che interagiscono con la TBP. La TBP e il 
TAF sono parte del fattore di trascrizione, a struttu- 
ra dimerica, TF IID, con la TBP che può facilmen- 
te dissociarsi dal complesso e riassociarvisi. I fatto- 
ri di trascrizione TF-IIA e TF-IIE sono implicati 
nell’aggancio del complesso TF-IID al gene promo- 
tore in corrispondenza del TATA box, il TF IIF 
orienta la RNA polimerasi II verso il TF-IID, men- 
tre il TF-IIH (con il supporto del TF-IIE), che con- 
tiene vari enzimi attivi durante la trascrizione 
(ATPasi, proteine-chinasi, elicasi, enzimi di riparo 
del DNA) rende “fluido” il DNA del gene promoto- 
re rendendolo accessibile al complesso trascriziona- 
le. Il TF-IIE rafforza l’attività elicasica del TF-IIH. 
Tutti questi fattori, detti faztori trascrizionali di ba- 
se, entrano in azione su stimolazione, modulazione, 
e blocco da parte di vari fattori trascrizionali ester- 
ni, fra cui quelli che si rendono disponibili nella for- 
ma attiva a conclusione dei processi di trasduzione 
di segnali. Quando il PIC si attiva, la RNA polime- 
rasi II, sottofosforilata nello stato di riposo, viene 
fosforilata e il processo di biosintesi dell’ mRNA 
precursore si avvia. Procedendo la sintesi, la RNA 
polimerasi Il gradualmente viene defosforilata ad 
opera di fosfatasi per diventare nuovamente inattiva 
a sintesi terminata. In altre parole la molecola fina- 
le del processo di trasduzione, spesso un enzima ad 
azione chinasica, innesca la biosintesi di una speci- 
fica proteina, facendola entrare nello scenario meta- 
bolico funzionale. Naturalmente il meccanismo con 
cul si originano fattori trascrizionali esterni è diver- 
so a seconda che gli agenti segnali siano idrosolubi- 
li e quindi con recettori di membrana o idrofobici 
con recettori citosolici o nucleari. 


I.c. Natura dei recettori implicati 
nel processi di trasduzione di 
segnali 


L’azione di ligandi esterni sui recettori di mem- 
brana consiste nell’attivare, a seguito del legame 
con il recettore, un processo di trasduzione all’in- 
terno della membrana con produzione spesso di un 
secondo messaggero, o messaggero secondario, - 
per esempio 1° AMP ciclico (CAMP), i Ca?*, l’inosi- 


tolo-trifosfato, le prostaglandine -, il quale si libera 
nel citosol. Il messaggero secondario, a sua volta, 
dà inizio ad una cascata di reazioni con produzione 
dell’effetto metabolico-funzionale finale che è pro- 
prio del ligando esterno. L’effetto finale può consi- 
stere nell’attivazione (o inibizione) di un enzima 
già presente, oppure nell’innesco, a livello nuclea- 
re, del processo di biosintesi di una nuova proteina. 
In alcuni casi è lo stesso recettore che, una volta at- 
tivato dal ligando, innesca la cascata di reazioni sfo- 
cianti nell’effetto finale, eludendo la mediazione 
dei messaggeri secondari. 

I recettori implicati in questi processi di trasdu- 
zione sono di tre tipi fondamentali, ciascuno dei 
quali costituente una “famiglia” di recettori aventi 
caratteristiche comuni (Fig. 21.2). La prima singola 
famiglia è quella dei recettori a 7 segmenti tran- 
smembrana, proteine integrali della membrana pla- 
smatica che posseggono: serte segmenti a-elicizzati 
che passano consecutivamente attraverso la mem- 
brana, un sito di riconoscimento del ligando bioat- 
tivo esposto verso lo spazio extracellulare, e un sito 
di riconoscimento della proteina G (legante i nu- 
cleotidi guanilici) verso la faccia citosolica della 
membrana. Ligandi bioattivi che attivano questo ti- 
po di recettori sono, per esempio, gli ormoni gluca- 
gone e adrenalina. La seconda famiglia comprende 
i recettori ad attività catalitica aventi un unico seg- 
mento Q-elicizzato transmembrana: queste proteine 
integrali posseggono 2 domini globulari (collegati 
tra loro da un segmento a-elicizzato intra-membra- 
na) esposti l’uno sulla faccia esterna, l’altro sulla 
faccia interna della membrana. Il primo dominio 
contiene i/ sito di riconoscimento del ligando ester- 
no, il secondo il sito catalitico (ad esempio attività 
tirosino-chinasica o attività guanilico-ciclasica). 
Ligandi bioattivi che utilizzano recettori ad attività 
tirosino-chinasica sono, ad esempio, i fattori di cre- 
scita (quasi tutti). La terza singola famiglia com- 
prende i recettori a struttura oligomerica operanti 
come canali ionici sensibili a ligandi (Fig. 21.3). 
Ciascuna subunità costituente è provvista di parec- 
chi segmenti o.-elicizzati trans-membrana. I ligandi 
più comuni di quest’ultima famiglia di recettori, so- 
no alcuni neurotrasmettitori, che verranno trattati 
nel capitolo “Biochimica del sistema nervoso”. 
Anche gli agenti regolatori di natura fisica, quali gli 
stimoli elettrici, utilizzano recettori a canale ionico. 

Sono noti casi di recettori, collocati sulla mem- 
brana plasmatica, che non fanno parte di nessuna 
delle tre “famiglie” qui sopra citate: si tratta delle 
integrine e dei recettori “notch”. 

Per interagire con i recettori citoplasmatici o nu- 
cleari i relativi ligandi devono invece penetrare nel- 
la cellula. Il loro passaggio attraverso la membrana 
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A) Recettori a 7 segmenti a-elicizzati intramembrana 
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Figura 21.2 Rappresentazione schematica dei più comuni recettori di ligandi esterni presenti nel- 


la membrana plasmatica 


L = ligando esterno; EGF = fattore di crescita dell'epidermide; FGF = fattore di crescita dei fibroblasti; Proteina G = 


proteina G trimerica. 
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Figura 21.3 Rappresentazione sche- 
matica di un recettore a canale ioni- 
co 


Si tratta del recettore dell'acetilcolina. Il ca- 
nale ionico (Na*) è definito dall'aggrega- 
zione entro la membrana di due subunità @, 
una subunità B, una subunità y e una sub- 
unità 6. | due aggregati sono fra di loro te 
nuti assieme da una subunità di connessio 
ne. 
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avviene in genere per trasporto facilitato con inter-  |.d. Trasduzione di segna li 


vento di specifiche proteine di membrana. In tal attraverso la membrana 


modo anche per questi ligandi la membrana esplica pl asmatica mediata da 
un riconoscimento specifico. Pertanto una cellula 


diventa bersaglio di un dato ligando bioattivo se è messaggeri secondari, o 
presente nella membrana plasmatica lo specifico re- mediatori intracellulari 

cettore che lega il ligando e ne riceve il messaggio, 

o lo specifico carrier, che consente al ligando di pe- I secondi messaggeri, 0 mediatori intracellulari, 


netrare nella cellula per raggiungervi il corrispon- oggi noti, sono AMP ciclico (CAMP), il GMP ciclico 
dente recettore citoplasmatico o nucleare. Questi (cGMP), il mioinositolo-1,4,5-trifosfato, il diacilglice- 
ultimi recettori sono utilizzati, per esempio, dagli rolo (01,2-digliceride), gli ioni calcio (Ca ?*), l’acido 
ormoni idrofobici (ormoni tiroidei, ormoni steroi- fosfatidico, i bioregolatori sfingoidi (sfingosina; sfin- 
deii, derivati ormonali della Vit. A). Essi sono trat- gosina-1-fosfato; ceramide; ceramide-1 -fosfato), il 
tati dettagliatamente nel capitolo “Biochimica degli fosfatidil-inositolo-3,4,5 trifosfato, l’ossido nitrico 
ormoni”, al quale si rimanda. (NO) e l’ADP-ribosio ciclico (vedi Tab. 21.1). 


Tabella 21.I 





I principali messaggeri secondari intracellulari. 






Acido adenilico ciclico Adenilato ciclasi 
(CAMP) 


Acido guanilico ciclico |Guanidilato ciclasi 
(CGMP) 






ri 
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Attiva le proteine chinasi A 















Attiva alcune proteine chinasi; regola alcuni 
canali ionici; regola la nucleotide-ciclico fo- 
sfodiesterasi 

















Ca Attiva proteine chinasi; attiva proteine Ca?2* 


Apertura dei canali per i Ca?* del re- 
modulabili 


ticolo endoplasmatico o della mem- 
brana plasmatica 


Inositolo 1,4,5-trifosfato | Azione della fosfolipasi C sui fosfoino- | Attiva (apre) i canali per i Ca?* del reticolo 
sitidi endoplasmatico 
Diacilglicerolo Azione della fosfolipasi C sui fosfoino-|Attiva la proteina chinasi C 
sitidi ed altrri fosfolipidi 
‘Acido fosfatidico Azione della fosfolipasi D sui fosfolipi-| Attiva (apre) i canali per i Ca?2* della mem- 
di brana plasmatica 
Fosfatidilinositolo-3,4,5- |Fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI-3K) [Attiva la proteina chinasi PDK che a sua vol- 
tritosfato ta attiva la PKB 
Sfingosina — Ceramidasi; sfingosina-sintetasi Inibisce la PKC, SAPK e PAP; attiva la PIC: 
PLD, DAGK e PI-3K 
Sfingosina-1-fosfato Sfingosina-chinasi Inibisce la adenilato ciclasi; attiva la fosfoli- 
attiva una proteina fosfatasi (CAPP) citosolu- 


pasi C e molte proteine chinasi 

Ceramide Azione della sfingomielinasi sulla sfin- 

gomielina; azione della ceramide sin- 
|tetasi bile 

Ceramide- 1 -fosfato Ceramide chinasi Attiva la PLA, citosolubile; inibisce la sfingo- 
mielinasi acida 

Ossido nitrico (NO) NO sintetasi (NOS) Attiva la guanidilato ciclasi; rilassa la musco- 
latura liscia 


ADP-ribosio ciclico cADP-ribosio sintetasi Attiva i canali per i Ca?+ 
(c-ADP-ribosio) 

PKC, PKB = proteina-chinasi C, B; SAPK = proteina chinasi attivata dallo stress ("Stress Activated Protein Kinase"); PAP= fo- 
sfatasi dell'acido fosfati dico ("Phosphatidic Acid Phosphatase"); PLC, PLD, PLA = fosfolipasi C, D e A; PDK = proteina chi- 
nasi dipendente da fosfatidilinositolo-3,4,5-trifosfato 








































Attiva una proteina chinasi specifica (CAPK); 
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AMP ciclico (CAMP) 


Metabolismo. Il cAMP si forma dall’ATP per 
azione della adenilato ciclasi (Fig. 21.4), enzima di 
membrana la cui attività è dipendente dalla forma- 
zione del complesso /igando esterno-recettore. La 
pronta idrolisi del PPi in Pi, catalizzata dalla pirofo- 
sfatasi citoplasmatica, rende la reazione irreversibi- 
le; 


ATP > cAMP + PPi; PPi > 2PIi 
Fra i ligandi esterni bioattivi che stimolano la 
formazione di cAMP figurano ormoni quali adrena- 


lina e glucagone e i farmaci -adrenergici (es. iso- 
proterenolo), i quali si legano specificamente ai re- 


O 
| 


ie da O N 
Figura 21.4 Sintesi e degradazione del- O 
l'acido adenilico ciclico (CAMP) 
(1) = adenilato ciclasi; (2) = pirofosfatasi, (3) 


= nucleotide ciclico fosfodiesterasi. 
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cettori B-adrenergici, che sono a loro volta inibiti 
dai farmaci B-bloccanti (es. propanololo). Allorché 
la concentrazione del ligando esterno diminuisce al 
di sotto di un limite critico, i recettori si svuotano € 
il meccanismo di attivazione dell’adenilato ciclasi 
si disinnesca. Il CAMP presente nella cellula viene 
inattivato per rottura idrolitica del legame ciclico 
fosfodiestereo, catalizzata dalla cAMP fosfodieste- 
rasi (Fig. 21.4). Si interrompe così il processo a ca- 
scata dipendente dal cAMP e innescato dal ligando 
esterno. L'attività della cAMP fosfodiesterasi è ini- 
bita dalle metilxantine (caffeina e teofillina) che, 
prevenendo la idrolisi del cAMP, potenziano e pro- 
lungano l’azione dei ligandi bioattivi (ormoni, far- 
maci, ecc.) che utilizzano il CAMP come secondo 
messaggero. 
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Regolazione dell’adenilato-ciclasi. I recettori 
dei ligandi esterni che agiscono tramite cAMP non 
hanno contatti diretti con l’adenilato-ciclasi, protei- 
na inserita nel foglietto citosolico della membrana 
plasmatica e con sito attivo orientato verso il cito- 
sol. La trasmissione del segnale attivatorio dal re- 
cettore (legato al ligando) all'adenilato ciclasi è 
mediata da particolari proteine G (leganti i nucleo- 
tidi guanilici). Le proteine G qui implicate sono ete- 
rotrimeri (proteine G trimeriche) inseriti nel fo- 
glietto interno della membrana, costituiti da una 
subunità & (PM 45-47.000), capace di legare GDP 
o GIPe in possesso di attività GYP-asica, una sub- 
unità B (PM 35.000) e una subunità Y (PM 7-9.000) 
(Fig. 21.5). Entrambe le subunità a e Y possiedono 
un’ancora di farnesile inserita nel foglietto interno 
della membrana. La presenza dell’ancora idrofobi- 
ca conferisce a queste proteine facilità di movimen- 
to nell’interno del foglietto lipidico. La subunità a, 
capace di interagire con l’adenilato ciclasi, può 
esercitare un effetto stimolatorio (a) o inibitorio 
(&;) a seconda del recettore al quale le. proteine G 
pertinenti sono funzionalmente collegate. 

Consideriamo più nel dettaglio il processo di at- 
(Fig. 21.5). A riposo il recettore stimolatorio (per 
esempio un f}-recettore adrenergico) o inibitorio 
(per esempio un recettore c-adrenergico), è asso- 
ciato nella sua porzione volta verso il citosol alla 
proteina G trimerica (a.,[3,Y)), nella quale la subuni- 
tà 0 (&, stimolatoria o @; inibitoria) è tenacemen- 
te legata al GDP. A seguito del legame con il ligan- 
do esterno, il recettore subisce una modificazione 
sterica che coinvolge la porzione a contatto con la 


proteina G (a, B, y). In questa condizione la subuni- 
tà @ acquisisce maggiore affinità per il GTP che 
vi si lega scalzando il GDP, si dissocia dal comples- 
so trimerico, e, scorrendo nella membrana, prende 
contatto con l’adenilato ciclasi. Se è la subunità a, 
a legarsi con il corrispondente sito, l'enzima si atti- 
va e produce cAMP A seguito però del legame con 
il GTP la subunità o, viene ad esercitare /a propria 
attività GTPasica, e trasforma gradualmente il GTP 
(legato) a GDP. Si forma così la subunità 0,-GDP 
che si sgancia dall’adenilato ciclasi, interrompen- 
done l’attività catalitica, e si riaggrega alla subuni- 
tà B e y, ritornando alla stato di partenza. Del tutto 
analogo, ma con effetto ovviamente contrario sul- 
l’adenilato ciclasi, è l’azione della subunità ,. 
L’adenilato ciclasi può, nello stesso tempo, legarsi 
con un’unica subunità &G: o la a, o la G;. L'insieme 
funzionale di ligando/recettore, proteina G trimeri- 
ca e adenilato ciclasi è un esempio paradigmatico 
di unità di trasduzione di segnali attraverso la 
membrana plasmatica con produzione di un mes- 
saggero secondario. 

L’impatto dell’attività adenilato ciclasica sul 
metabolismo cellulare è imponente. Ciò rende ra- 
gione della complessità e molteplicità dei meccani- 
smi che regolano questa attività: presenza di recet- 
tori stimolatori ed inibitori, attacco/distacco del li- 
gando al recettore, produzione e degradazione del 
cAMP, sospensione automatica dell’effetto eserci- 
tato dalle subunità & (s o i) della proteina G. 

Sono note due situazioni patologiche, provocate 
entrambe da due tossine batteriche, che dimostrano 
l’importanza della regolazione dell’adenilato cicla- 
Si, in particolare della necessaria brevità della sua 


RECETTORE ATTIVATORIO a” RECETTORE INIBITORIO 
(  Ligando attivatorio ) ( Ligando inibitorio | 
O 







0 RA GR | 
N A. AA è 


ID'AD | v 


Proteina G 
o-stimolatoria 


Attivazione 








CANINCNINIE 


VEGA 


cs 
ir 
ARI 






Proteina G 
o-inibitoria 








Inibizione 


Figura 21.5 Rappresentazione schematica del meccanismo di attivazione e inibizione dell'adenila- 
to ciclasi operato, rispettivamente, da ligandi esterni ad azione attivatoria o inibitoria per il tra- 
mite di specifici recettori e proteine G trimeriche ad azione pure attivatoria o inibitoria 
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Figura 21.6 ADP-ribosilazione della subunità as della proteina G 





azione. Si tratta delle tossine colerica e della per- 
tosse. La tossina colerica (PM 87.000) è una protei- 
na costituita da 5 subunità B e una subunità A (risul- 
tante quest’ultima dall’unione, tramite un ponte di- 
solfuro, dei peptidi A} e A-). Con le subunità B, cia- 
scuna delle quali si lega specificatamente ad una 
molecola di ganglioside GMI (presente sulle super- 
fici delle cellule epiteliali intestinali), la tossina si 
aggancia alle cellule e vi inserisce la subunità A, 
che viene scissa nei peptidi A; A-, da parte di una 
ossidoriduttasi di membrana. Il peptide A, è un en- 
zima che catalizza la ADP-ribosilazione (a partire 
da NAD* della subunità o, della proteina G, con 
blocco dell’attività GTPasica (Fig. 21.6).In queste 
condizioni l’adenilato ciclasi prolunga il proprio 
stato di attivazione con abnorme elevazione dei li- 
velli di cAMP: ciò provoca abbondantissima secre- 
zione intraintestinale di liquidi, che vengono espul- 
si con continue scariche diarroiche. 

La tossina della pertosse, pure una proteina esa- 
merica (PM 110.000), esercita analoga azione sulla 
subunità o; della proteina G: in tal modo viene az- 
zerato il meccanismo di inibizione dell’adenilato ci- 
clasi mediato dai recettori inibitori, con l’identico 
risultato di prolungare lo stato di attivazione del- 
l'enzima. 


Azione del cAMP. L’azione principale del 
cAMP consiste nell’attivazione di un gruppo di pro- 
teine chinasi (proteine chinasi cAMP dipendenti 
dette anche proteine chinasi A, PKA), enzimi che 
utilizzano l’ATP per fosforilare determinate protei- 
ne, modulandone l’attività. Allo stato inattivo la 
proteina chinasi A è un tetramero (C,R;) costituito 
da due subunità catalitiche (C) e due subunità rego- 
latrici (R): legandosi a queste ultime, il cAMP ren- 
de libere le subunità catalitiche che vengono così 
attivate (Fig. 21.7). 


+ 4CAMP 





Forma inattiva 





Forma attiva 


Figura 21.7 Schema della struttura di una pro- 
tein-chinasi CAMP dipendente 


L'aggregazione di due subunità catalitiche (C ) e due sub- 
unità regolatorie ( R) costituisce la forma inattiva dell'en- 
zima. Il legame con il cAMP alle subunità regolatorie li- 
bera le due subunità catalitiche attive. 


Alcune proteine chinasi cAMP dipendenti, 0 en- 
zimi da esse fosforilate, sono a sede nucleare € pos- 
sono intervenire in processi di frascrizione di speci 
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fici geni bersaglio. Questi geni contengono una se- 
quenza regolatoria detta CRE” (“CAMP 
Responsive Element”). Quando. La specifica PKA 
in forma attiva entra nel nucleo, fosforila il fattore 
trascrizionale interno “CREB” (“CRE-binding pro- 
tein'), il quale acquisisce l’abilità a legare le se- 
quenze CRE, dando via libera alla trascrizione del 
gene. 

Un’ulteriore azione del cAMP consiste nell’inte- 
razione, e conseguente apertura, del canale per il 
Ca°* della membrana plasmatica: ciò provoca un 
rapidissimo innalzamento della concentrazione ci- 
tosolica dei Ca?* (vedi oltre). Il processo di forma- 
zione e le azioni del cAMP sono schematizzate nel- 
la Fig. 21.8. 


Amplificazione enzimatica. Il processo a casca- 
ta iniziato dal cAMP implica un’amplificazione en- 
zimatica, che spiega come poche molecole di ligan- 
do possano indurre un effetto enzimatico-metaboli- 
co di notevoli proporzioni. Si supponga, ad esem- 
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pio, che la combinazione di una singola molecola di 
ligando, quale l’adrenalina, con il suo recettore di 
membrana determini l’attivazione di 100 molecole 
di adenilato ciclasi, che ognuna di queste produca 
100 molecole di cAMP, e che ogni molecola di 
cAMP a sua volta attivi 100 molecole di proteina 
chinasi. Si supponga inoltre che ogni molecola di 
proteina chinasi attivata attivi 100 molecole di lipa- 
si, ciascuna delle quali degradi 100 molecole di tri- 
gliceride. Con questo computo, ipotetico ma verosi- 
mile, una sola molecola di adrenalina, induce la de- 
gradazione di 10% molecole di trigliceride. 
Specificità del sistema di trasduzione di segna- 
li adenilato ciclasi dipendente. La specificità del- 
l’azione di un ligando quale un ormone potrebbe 
sembrare incompatibile con l’esistenza di una unità 
di trasduzione di segnali adenilato ciclasi dipenden- 
te nelle membrane di tutte le cellule umane (eritro- 
citi maturi esclusi) e la conseguente ubiquitarietà 
del cAMP. In effetti la specificità dell’azione è assi- 
curata dalla specificità di interazione del ligando 
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Figura 21.8 Meccanismo di azione di li- 
gandi che agiscono tramite cAMP 


L = ligando, per esempio adrenalina; AC = 
adenilato chinasi; CBP = proteina legante 
CREB. 
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con il recettore di membrana, per cui su una deter- 
minata cellula bersaglio si può legare solo il ligan- 
do (o i ligandi), al quale (o ai quali) la cellula è sen- 
sibile. Inoltre l’ambiente cellulare nel quale il 
cAMP si forma ed opera è radicalmente diverso da 
cellula a cellula. Così, quando il cAMP si forma 
nella cellula tiroidea, la risposta specifica implica la 
sintesi e la secrezione degli ormoni tiroidei, quando 
invece il CAMP si forma nelle B-cellule pancreati- 
che la risposta evocata consiste nel rilascio dell’in- 
sulina e così via. 


Potenza, brevità e intermittenza del sistema di 
trasduzione di segnali adenilato ciclasi dipenden- 
te. L'azione del CAMP è molto potente con effetti 
metabolico-funzionali vistosi. Per esempio l’attiva- 
zione della glicogeno fosforilasi epatica innescata 
dalla formazione di cAMP (promossa a sua volta 
dall’intervento di glucagone), porta ad una rapidis- 
sima e massiva degradazione del glicogeno con 
produzione di grammi di G-1-P, convertito in G-6- 
P e quindi in glucosio, il quale entra in circolo ripri- 
stinando buoni livelli glicemici. Per evitare eccessi 
il sistema è però regolato in modo che l’effetto sia 
di breve durata. La breve durata è garantita dai se- 
guenti fattori: vita breve del messaggero primario, 
la cui produzione è pulsatoria, e che può essere de- 
gradato a livello della membrana plasmatica; inter- 
nalizzazione del complesso messaggero 
primario/recettore con degradazione a livello liso- 
somale del messaggero primario e, in alcuni casi, 
anche del recettore (fenomeno detto ‘“down regula- 
tion”); blocco della proteina o per azione della at- 
tività GTP-asica; presenza dei sistemi antitetici 
proteina Gay e Ga;; idrolisi dell cAMP ad opera 
dell’adenilato ciclico fosfodiesterasi. Se è necessa- 
rio persistere nell’azione, ci dovrà essere una nuova 
“incursione” del messaggero primario ed il ripeter- 
si di una nuova “ondata” di eventi attivatori: pertan- 
to il sistema è tipicamente intermittente. 


GMP ciclico (CGMP) e ossido nitrico 


Nelle cellule dei mammiferi è presente, sia pure 
in quantità notevolmente inferiore al cAMP, il 
eGMP (3’,5’-difosfoestere del GMP). In genere la 
concentrazione del cGMP si eleva quando quella 
del cAMP si abbassa e viceversa. Questa comple- 
mentarietà spiega l’antagonismo funzionale dei due 
nucleotidi ciclici. Per esempio nelle cellule prolife- 
ranti il livello di CGMP è elevato e quello del CAMP 
basso. 

Analogamente al cAMP, il cGMP si forma dal 
GTP per azione della guanidilato ciclasi, e viene 
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Figura 21.9 Schema del processo di attivazio- 
ne della guanidilato-ciclasi di membrana 





trasformato in GMP ad opera della cGMP (0 nu- 
cleotide-ciclico) fosfodiesterasi. 

La guanidilato ciclasi è presente nelle cellule in 
forme diverse, con differenti sedi sub-cellulari. La 
guanidilato ciclasi della membrana plasmatica, è 
un recettore ad attività enzimatica ad unico seg- 
mento Q-elicizzato (Fig. 21.9) ed è stimolata da al- 
cuni peptidi: il peptide natriuretico atriale (ANP), 
ad azione ipotensiva, secreto dall’atrio cardiaco, le 
enterotossine termostabili dell’E. coli, e i peptidi 
prodotti dalle cellule-uovo dei mammiferi, i quali 
stimolano la motilità degli spermatozoi e fungono 
da molecole chemoattrattive nei riguardi degli sper- 
matozoi stessi. Il legame di questi peptidi alla por- 
zione extracellulare, recettoriale, della guanidilato- 
ciclasi provoca una modificazione conformazionale 
che, a sua volta, attiva la porzione intracellulare 
dell’enzima, sede della funzione catalitica, con for- 
mazione di cGMP, il quale, a sua volta, serve da at- 
tivatore di proteine chinasi (dette proteine chinasi 
G, PKG), evocanti gli effetti finali. Molto peculiare 
è il ruolo svolto dal cGMP nel processo di foto-tra- 
sduzione, operativa nei coni e bastoncelli retinici, e 
responsabile del meccanismo della visione. In que- 
ste cellule la guanilato ciclasi è nello stato di attivi- 
tà costante, determinando elevate concentrazioni di 
cGMP che mantengono aperti i canali del Na', con 
conseguente stato di ipopolarizzazione della mem- 
brana. Lo stimolo luminoso, recepito dalla proteina 
recettoriale rodopsina, provoca l’attivazione del 
cGMP fosfodiesterasi: pertanto la concentrazione 
del cGMP diminuisce, i canali del Na' si chiudono 
e si instaura uno stato di iperpolarizzazione che tra- 
smette l’impulso nervoso. Questo meccanismo è 
descritto dettagliatamente nel Capitolo “Biochi- 
mica del tessuto nervoso”. 
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E opportuno ricordare che esiste pure una guani- 
dilato ciclasi citosolubile, inducibile, la quale fun- 
ge da recettore dell’ossido nitrico (NO), un radica- 
le libero estremamente attivo. Questa ewanidilato 
ciclasi, dimero di una subunità x (PM 82.000) e una 
P (PM 70.000), contiene un gruppo prostetico eme, 
il cui atomo di Fe?* lega I’NO, che attiva l’enzima. 
Il cGMP così formato è coinvolto in molti processi 
cellulari, in alcuni casi mediati da proteine chinasi 
cGMP dipendenti. Esso regola, per esempio, l’aper- 
tura di canali ionici nelle cellule gliari cerebellari e 
blocca la conduttività delle “gap junetions” delle 
cellule retiniche. 

L’NO, a parte l’azione mediata dal CGMP, funge 
anche da neurotrasmettitore e da secondo messag- 
gero nelle cellule endoteliari provocando il rilascia- 
mento della muscolatura liscia, e nei macrofagi pro- 
muovendone la funzione battericida e tumoricida. 
L’NO è prodotto a partire dall’arginina per azione 
dell’NO sintetasi (NOS), secondo le reazioni mo- 
noossigenasiche: 
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Nelle cellule endoteliari la NOS è attivata dai 
Ca?* ioni rilasciati su stimolazione di sostanze 
bioattive quali l’aceti/colina e la bradichinina. 

L’NO, in forma di gas disciolto, si diffonde rapi- 
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Figura 21.10 L'NO legato al Fe?+ della porzione 
eme della guanidilato ciclasi passa sul Fe2+ del- 
l'eme emoglobinico e quindi su un residuo di ci- 
steina della catena f dell'emoglobina stessa 


Successivamente si sposta su una cisteina libera presente 
nel sangue 


damente e agisce quindi non solo nella cellula che 
lo ha generato, ma anche in quelle circostanti. La 
sua azione è però di brevissima durata (emivita: ]- 
5 secondi) in quanto, reagendo con l’acqua e l’O,, 
esso viene trasformato con rapidità in nitriti e nitra- 
ti. L’NO è trasportato nel sangue in forma legata al- 
l’emoglobina. A livello periferico, dove l’emoglobi- 
na è in forma compatta, l’NO si attacca al Fe?* del- 
l’eme per poi trasferirsi sul gruppo sulfidrilico del- 
la cisteina in posizione 93 della catena f} (B cys? - 
S-N=0) quando l’emoglobina, ossigenandosi a li- 
vello polmonare, assume la forma rilassata (Fig. 
21.10). Ritornata alla periferia l’emoglobina riassu- 
me la forma compatta e l’NO viene ceduto dalla 
cys??-S-N=0 al gruppo tiolico del glutatione o di 
una cisteina libera presenti a livello tessutale. L’NO 
legato alla emoglobina è molto più stabile che nella 
forma libera: pertanto il legame all’emoglobina è la 
modalità attraverso la quale I’NO è, da una parte, 
rapidamente diffuso a tutto l’organismo e, dall’altra 
parte, mantenuto più stabile. 


Inositolofosfati e diacilglicerolo 


Metabolismo. Per azione di una fosfolipasi C, 
collocata nel foglietto interno della membrana pla- 
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smatica, il fosfatidilinositolo 4,5 bifosfato (PIP.) 
inserito nella stessa membrana, viene idrolizzato in 
inositolo 1,4,5, trifosfato (IP) e diacilglicerolo, en- 
trambi funzionanti come messaggeri secondari. A 
seguito dell’idrolisi il diacilglicerolo rimane anco- 
rato allo stesso foglietto della membrana, mentre 
l'IP; si libera nel citosol 

Il diacilglicerolo viene metabolicamente ricicla- 
to, anche a seguito della sua fosforilazione ad acido 
fosfatidico operata dalla diacilglicerolo chinasi. 
L’IP;} può andare incontro a due diversi destini: fo- 
sforilazione, per azione di una chinasi, con forma- 
zione di inositolo 1,3,4,5-tetrafosfato (IP), pure 
con azione di messaggero secondario, oppure deto- 
sforilazione, operata da fosfatasi, con produzione di 
inositolo-bifosfato, inositolo-monofosfato, ed infi- 
ne inositolo, che viene riciclato a fosfoinositidi. 
L’IP, per distacco del fosfato in posizione C-5, ge- 
nera inositolo 1,3,4-trifosfato (dotato di azione bio- 
regolatoria), che si fosforila successivamente a ino- 
sitolo 1,3,4,6-tetrafosfato, composto funzionalmen- 
te inerte, che però può dar luogo alla formazione, 
per ulteriore fosforilazione, di inositolo-penta-fo- 
sfato ed inositolo esa-fosfato, entrambi esercitanti 
azione bioregolatoria a livello di alcuni meccanismi 
neurali. Le inositolo-fosfato fosfatasi, capaci di 
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idrolizzare i legami fosfoesterei in posizione C-1, 
C-3 e C-4 sono inibite da Li*, con conseguente ac- 
cumulo degli inositoli-fosforilati. L'efficacia del 
Li* nel trattamento delle sindromi maniaco-depres- 
sive potrebbe essere attribuita a questa sua azione, 
nell’ipotesi, da verificare, che nelle stesse sindromi 
la produzione di inositoli polifosfati bioattivi sia ri- 
dotta. Le principali tappe del metabolismo dei fo- 
sfoinositidi, inositoli-fosfati e diacilglicerolo sono 
presentate nella Fig. 21.11. 


Attivazione delle fosfolipasi C 
operanti sui fosfoinositidi 


Le fosfolipasi C di membrana (PLC) che agisco- 
no sui fosfoinositidi (PLC, PLC-ò, PLC-y, PLC-€, 
PLC-C, PLC-nN), a seguito dell’attivazione di parti- 
colari recettori da parte di specifici ligandi esterni, 
utilizzano due diversi tipi di meccanismo operativo, 
quelli propri della PLC-B e PLC-Y (Fig. 21.12). 

La fosfolipasi C-} è funzionalmente collegata a 
recettori a 7 segmenti transmembrana legati a parti- 
colari proteine G (dette Gg), etero-trimeri costituiti 
da tre subunità a, B e Y, delle quali la a e la y sono 
inserite nella membrana (foglietto citoplasmatico) 
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Figura 21.11 Metabolismo dei fosfoinositidi: formazione di diacil-glicerolo e inositolo-fosfati 
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Figura 21.12 Rappresentazione schematica del processo di attivazione della fosfolipasi C-B e -y da 
parte di un recettore a 7 segmenti a-elicizzati transmembrana, con mediazione della proteina Gq, 
o di un recettore a singolo segmento a-elicizzato transmenbrana con attività tirosina chinasica 





con ancore poliprenoidi o aciliche. A riposo le tre 
subunità della proteina Gq sono unite tra di loro, 
con la a legata al GDP, e si associano a recettori di 
ligandi polipeptidici ad azione ormonale, quali la 
vasopressina e la bradichinina. L’interazione con il 
ligando induce una modificazione conformazionale 
del recettore, che si trasmette alla proteina Gq: ciò 
provoca un aumento dell’affinità della subunità & 
per il GTP che scalza il GDP. La subunità o-GTP si 
dissocia dal complesso Gq e va ad attivare la fosfo- 
lipasi C-B. Concomitantemente però la stessa sub- 
unità 0-GTP, che possiede attività GTPasica, idro- 
lizza il GTP in GDP, trasformandosi in c-GDP, che 
perde l’azione attivatoria e si riassocia alle subuni- 
tà P e y, ricostituendo la proteina Gq di partenza. Il 
meccanismo di stimolazione della fosfolipasi C-} è 
quindi intrinsecamente intermittente. 

La fosfolipasi C-Y è invece collegata a recettori 
ad attività catalitica di tipo firosino chinasico (per 
dettagli vedi oltre). A seguito del legame con speci- 
fici ligandi ad azione ormonale e di natura polipep- 
tidica, il recettore dapprima si autofosforila sulla ti- 
rosina e quindi fosforila la fosfolipasi C-y renden- 
dola attiva. L'interazione funzionale fra il recettore 
e la fosfolipasi C-y è mediata da un dominio ammi- 


noacidico, presente nella stessa fosfolipasi e deno- 
minato SH2, che riconosce la tirosina fosforilata. Il 
ritorno allo stato inattivo è operato da una proteina- 
tirosina fosfatasi, associata al recettore, la quale 
idrolizza il legame fosfoestereo. Entrambe le fosfo- 
lipasi C-B e -Yy sono enzimi Ca?* dipendenti. 


Azione degli inositoli-trifosfati e 
del diacilglicerolo: ruolo della 
proteina chinasi C 


L’IP3 (inositolo 1,4,5-trifosfato e inositolo 
1,3,5-trifosfato) opera sui canali per i Ca?* posti 


_ sulla faccia citosolica del reticolo endoplasmatico, 


provocandone l’apertura (per i dettagli vedi oltre): 
la concentrazione dei Ca?* nel citosol aumenta, an- 
che di diecine di volte, attivando i sistemi (tra cui 
enzimi) Ca°* dipendenti. Uno di questi enzimi è la 
proteina chinasi C (*PKC”, C da Calcio), polipep- 
tide (PM 80.000) contenente domini distinti (CI, 
C2, C3, C4) leganti, rispettivamente, il diacilglice- 
rolo (0 il forbolo), i Ca **, l’ATP e la proteina sub- 
strato. Ai livelli basali (bassi) di Ca?* e in assenza 
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Figura 21.13 Schema del meccanismo di attivazione e di traslocazione dal citosol alla faccia inter- 
na della membrana plasmatica della proteina chinasi C 


di diacilglicerolo nella membrana plasmatica (fo- 
glietto interno), /a proteina chinasi C è inattiva ed 
è in soluzione nel citosol. In queste condizioni 1 do- 
mini C; (legante il diacilglicerolo) e C4 (legante il 
substrato) interagiscono fra di loro con legami ioni- 
ci, bloccando l’enzima (Fig. 21.13). La formazione 
di diacilglicerolo e di IP} da parte della fosfolipasi 
C-f, con conseguente accumulo di Ca?* che si lega 
all’enzima, provoca una profonda modificazione 
conformazionale della proteina chinasi C: i domini 
CI e C4 si staccano, la porzione idrofobica del C1 
si inserisce nel foglietto della membrana arricchito 
di diacilglicerolo, i Ca?* facilitano l’interazione del 
C2 con le teste polari della fosfatidilserina presen- 
te nella membrana, e il C4 si lega alla proteina sub- 
strato. L’ enzima traslocato sulla membrana diven- 
ta attivo e fosforila le proteine bersaglio su residui 
di serina e treonina. Alcune di queste proteine ac- 
quisiscono la capacità di penetrare nel nucleo, dove, 
favorendo l’espressione genica, sortiscono effetti 
regolatori sulla crescita e sullo sviluppo. 

La chiusura dei canali del Ca?*, l’estrusione de- 
gli stessi ioni dal citosol per mezzo delle relative 
pompe, e il riciclo metabolico del diacilglicerolo ri- 


pristinano le condizioni per il ritorno della proteina 
chinasi C allo stato solubile, inattivo. La proteina 
chinasi C, di cui esistono parecchie forme, si com- 
porta quindi da trasduttore intermittente di stimoli 
da ligandi esterni, particolarmente quelli ormonali. 
Va infine ricordato che la proteina chinasi C, quan- 
do legata alla membrana plasmatica, è potentemen- 
te inibita dalla sfingosina, originata dalla degrada- 
zione degli sfingolipidi: la possibile correlazione 
funzionale fra produzione di sfingosina e inibizione 
della proteina chinasi C non è ancora nota. 


Ca?+ ioni 


Variazione della concentrazione dei Ca?* nel 
citosol. Molte proteine intracellulari sono Ca?* di- 
pendenti, cioè esercitano la loro azione solo nella 


forma legata ai Ca?*. Condizione essenziale per la 


efficacia funzionale di queste proteine è che il loro 
stato di attività, e quindi i/ /egame con i Ca°', sia di 
rapido innesco ma transitorio. Ciò è reso possibile 
dal regime fluttuante della concentrazione dei Ca°' 
nel citoplasma (Fig. 21.14). 


572 ®è Biochimica cellulare: aspetti biochimici delle principali funzioni cellulari 





LIGANDO 


RETICOLO ENDOPLASMATICO 
CALCIO SOMA 


2+ 


XX 


DÌ 


LIGANDO 


>_>  PLASMATICA 


Cd 


I MEMBRANA 








. 
003 






MITOCONDRIO 


P= pompa ionica; C = canale ionico; R = recettore; G = proteina G; PLC = fosfolipasi C; 


= onda di eccitamento. 


Figura 21.14 Rappresentazione schematica della regolazione della concentrazione citosolica dei 


Ca?* ioni 


In condizioni di riposo la concentrazione dei 
Ca?* nel citosol è intorno alla 107M; il manteni- 
mento di questi bassi livelli è assicurato dalle pom- 
pe per i Ca°*, il cui funzionamento richiede energia 
metabolica. Esistono tre diversi sistemi di pompe: 
(a) la pompa dei Ca°* o ATPasi-Ca ?* dipendente, e 
l’antiporto Ca°*/H*, situati entrambi nella mem- 
brana plasmatica, che estrudono i Ca?* all’esterno 
della cellula dove la concentrazione di questi ioni è 
nell’ordine di 10:*M; (b) /a pompa dei Ca°* della 
membrana del reticolo endoplasmatico, ATP dipen- 
dente, che porta all’accumulo di Ca?* (1072-1073 M) 
entro il reticolo o entro suoi speciali comparti chia- 
mati calciosomi; e (c) l’antiporto Ca°*/H* posto 
sulla membrana mitocondriale interna, che accen- 
tra Ca°* nella matrice mitocondriale, con estrusione 
di H', traendo l’energia per il proprio funzionamen- 
to dal gradiente protonico prodotto dalla catena re- 
spiratoria. Tutti questi sistemi di pompe operano in 
modo continuo. Grazie a queste pompe si stabilisce 
un gradiente di concentrazione di Ca?* molto eleva- 
to (da 1000 a 10.000 volte) fra citosol e ambiente 
extracellulare, intrareticolare e intramitocondriale. 


Il passaggio dei Ca°* dagli ambienti a più elevata 
concentrazione (in particolare l’ambiente extracel- 
lulare e quello intrareticolare) è consentito dai ca- 
nali per i Ca°*, dislocati sulle membrane plasmati- 
ca e reticolare, normalmente nella conformazione 
chiusa. L’apertura transiente e controllata dei cana- 
li per i Ca°* è il meccanismo attraverso il quale au- 
menta in modo rapido e intermittente la concentra- 
zione citosolica dei Ca?*. 


Apertura controllata dei canali per i Ca?*. 
L’apertura dei canali per i Ca°* della membranà re- 
ticolare (e dei calciosomi) è mediata dall’/P; pro- 
dotto dall’idrolisi dei fosfoinositidi. L’IP3 si lega al 
proprio recettore, inducendone una modificazione 
conformazionale che viene trasmessa al canale ad 
esso adiacente: il canale si apre lasciando fluire i 
Ca?*. L’IP; viene successivamente fosforilato a /P, 
(inositolo 1,3,4,5-tetrafosfato), che si lega ai cana- 
li della membrana plasmatica, provocandone l’a- 
pertura. I canali per i Ca?* della membrana plasma- 
tica, oltre che con il meccanismo testé menzionato, 
possono essere aperti anche dal cAMP e dall’acido 


: 
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fosfatidico. IP3, IP,, cAMP ed acido fosfatidico 
hanno vita media molto breve: vengono infatti rapi- 
damente metabolizzati a prodotti non più attivi. Di 
conseguenza i canali per i Ca°* si richiudono, le 
pompe riportano i Ca”* fuori dalla cellula o entro il 
reticolo endoplasmatico, e la concentrazione citoso- 
lica dei Ca?* torna ai bassi livelli di riposo. Le va- 
riazioni di concentrazione dei Ca?* nel citosol pro- 
vocato dal rilascio di IP} sono di natura oscillato- 
ria: a seguito dello stimolo da parte di ligandi bioat- 
tivi che agiscono attraverso la via dei fosfoinositidi, 
la concentrazione citosolica dei Ca?* si eleva bru- 
scamente e, per un certo periodo di tempo (di solito 
pochi minuti), continua ad abbassarsi ed elevarsi a 
scadenze molto ravvicinate. Allo scopo di comple- 
tare il quadro della regolazione dei canali per 1 
Ca?*, si ricorda che nelle cellule provviste di mem- 
brane eccitabili sono operanti canali per i Ca** po- 
tenziale dipendenti: questi canali si aprono quando 
la membrana in cui sono collocati è investita dal- 
l’onda bioelettrica di eccitamento. 


Azione dei Ca?*- Come anticipato sopra, l’azio- 
ne dei Ca?* consiste nell’attivazione di molte pro- 
teine funzionali, quali la proteina chinasi C (PKC) 
e la troponina (vedi il capitolo “Biochimica dei si- 
stemi contrattili”). Alcune proteine, nella forma le- 
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gata ai Ca?* a loro volta attivano proteine funziona 
li. Un gruppo di proteine modulate dai Ca°*, che in- 
clude la parvalbumina, la calmodulina e la troponi- 
na C, hanno una caratteristica strutturale comune: 
la presenza di due segmenti a-elicizzati, collegati 
fra di loro da un’ansa, che rassomigliano al dito in- 
dice e pollice della mano destra. È la struttura “EF- 
mano destra” riscontrata per la prima volta nella 
parvalbumina (E ed F sono, rispettivamente il quin- 
to e il sesto segmento c-elicizzato contenuti nella 
parvalbumina). Questa struttura si modifica a segui- 
to del legame con i Ca”* (che avviene a livello del- 
la porzione ad ansa), e assume la conformazione 
idonea a legarsi con la proteina-bersaglio. A loro 
volta /e proteine-bersaglio posseggono un segmen- 
to a-elicizzato basico e anfifilico (‘segmento Baa 
elicizzato”, dove ‘“B” sta per “basico”, “a” per “an- 
fifilico”, e la seconda “a” per ‘“alfa-elica”), che in- 
teragisce con la struttura EF-mano destra. Fra le 
proteine Ca°*-leganti a funzione attivatoria, partico- 
lare rilevanza ha la ca/modulina (CaM), costituita 
da 148 amminoacidi (PM 17.000) e contenente 
quattro brevi segmenti amminoacilici che comples- 
sano ciascuno un Ca?* (Fig. 21.15). La CaM ha una 
elevatissima affinità per il Ca?*. L’aggancio del 
Ca?* accentua la percentuale di a-elicizzazione del- 
la molecola. Questa modificazione conformaziona- 





Ac- NH 


Figura 21.15 Modello strutturale della calmodulina 


Struttura terziaria da cervello bovina: le palline rosse indicano i siti di legame con il Ca?*; (B) struttura primaria della 


molecola con indicazione dei siti leganti Ca?*. 
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le conferisce alla calmodulina una maggiore affini- 
tà per gli enzimi o le proteine con le quali interagi- 
sce; la calmodulina priva di Ca?* è invece incapace 
di legarvisi. Il processo di attivazione mediato dal- 
la calmodulina (C) può essere espresso dai due se- 
guenti equilibri sequenziali: 


——_î%- 


1) C+4Ca* 


E — (Ga), 


2) C— (Ca°*),+ Enzima, 


inattivo) 


G=(Ca*),— Enzima (attivo) 
La calmodulina si comporta quindi come una 
subunità regolatoria. Considerando la reversibilità 
dei due equilibri, risulta evidente come il processo 
di attivazione sia dipendente dalla elevazione della 
concentrazione intracellulare dei Ca?*. 

Molte sono le proteine CaM-dipendenti (Tabella 
21.I): tra di esse la ATPasi-Ca?*-dipendente, o 
pompa dei Ca ?*, della membrana plasmatica, e la 
glicogeno fosforilasi b chinasi del muscolo. Nel ca- 
so di quest’ultimo enzima la calmodulina ne è par- 
te, costituendone il protomero 6. Legando i Ca?*, 
quando la loro concentrazione nella cellula aumen- 
ta, la calmodulina attiva la fosforilasi chinasi, che 
può pertanto essere attivata sia per fosforilazione 
(cAMP dipendente) che per azione dei Ca?*: 






Acido arachidonico 


Lipossine | | 


Prostaglandine 
Prostacicline 


Trombossani 


Tabella 21.II 


Enzimi attivati dalla calmodulina. 


Adenilato ciclasi 


Guanidilato ciclasi 


cAMP fosfodiesterasi 





Ca?*-ATPasi 
Fosfolipasi Ag 








Glicogenofosforilasi chinasi 


Glicogeno sintetasi chinasi 


Proteine chinasi (alcune) 





Chinasi delle catene leggere della miosina 


Messaggeri secondari formati per 
idrolisi della fosfatidilcolina 


La fosfatidilcolina, per azione delle fosfolipasi 
di membrana A;, C e D (vedi Fig. 21.16), può gene- 
rare composti con funzione di messaggeri seconda- 
ri odi precursori degli stessi. Si tratta dell’acido 
arachidonico, liberato dalla fosfolipasi A;, che è 
precursore di prostaglandine, prostacicline, trom- 
bossani, leucotrieni e lipossine; del diaci/glicerolo 
formato dalla fosfolipasi C (diversa da quella ope- 
rante sui fosfatidilinositoli); e dell’acido acido fo- 
sfatidico prodotto dalla fosfolipasi D. Da notare che 
la produzione di diacilglicerolo dalla fosfatidilcoli- 


O—CH;CH;N(CH;); 





Diacilglicerolo ««-— Acido fosfatidico 


|, 


Aumento dei Ca?* citosolici 
Inibizione dell'adenilato ciclasi 
Attivazione della PLC 


Attivazione della 
proteina chinasi C 


Leucotrieni 


Figura 21.16 Molecole con azione di messaggeri secondari (o loro precursori) originate dall'idro- 


lisi enzimatica della fosfatidilcolina 


PLA2 = fosfolipasi Ag; PLC = fosfolipasi C; PLD = fosfolipasi D. 
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na, a differenza di quella dai fosfoinositidi, non co- 
incide con un concomitante innalzamento dei livel- 
li di Ca?* citoplasmatici. L’acido fosfatidico ha di- 
verse azioni: attivazione dei canali per i Ca?* della 
membrana plasmatica, inibizione dell’adenilato ci- 
clasi, attivazione della fosfolipasi C attiva sui fo- 
sfoinositidi. 

Le fosfolipasi interessate negli eventi qui de- 
scritti vengono attivate in modo diverso, a seconda 
dei casi: da specifici stimoli (per esempio ormona- 
li), da altri messaggeri secondari, quali Ca°* oppu- 
re da proteine G o proteine chinasi (proteina china- 
s1 G), appartenenti a differenti vie di trasduzione di 
segnali. Nel contempo l’acido fosfatidico può inne- 
scare un’altra via trasduzionale, per attivazione del- 
la fosfolipasi C attiva sui fosfoinositidi. Ciò fa in- 
travvedere lo scenario molto complesso, poco chia- 
ro per ora, ma verosimilmente di grande significato 


funzionale, delle interazioni e integrazioni (‘cross 
talks”) fra differenti vie di trasduzione di segnali. 


Messaggeri secondari formati per 
idrolisi di sfingolipidi (messaggeri 
sfingoidi) 


La degradazione degli sfingolipidi di membrana 
può essere innescata da ligandi bioattivi extracellu- 
lari quali citochine, fattori di crescita, ormoni e so- 
stanze ormono-simili, con produzione di composti 
di natura sfingoide (cioè contenenti una base a lun- 
ga catena, come la sfingosina), che agiscono da 
messaggeri secondari o, comunque, da bioregolato- 
ri. Quattro sono le sostanze sfingoidi, alle quali è 
stata finora attribuita azione di questo tipo: il cera- 
mide, il ceramide-1-fosfato, la sfingosina e la sfin- 


SFINGOMIELINA 
DIACILGLICEROLO 


FOSFATIDIL-COLINA 


CHy 


SOLFATIDE GANGLIOSIDI 
GALATTOSIL- sl: 
CERAMIDE na 
“ } 
CERAMIDE-1—-{P) sù HN 4 H, 
tia 
® OH 
CERAMIDE 
© 14 © 
HO hi 
OH 


SFINGOSINA-1-FOSFATO 


OD 


TRANS-2-ESADECENALE ETANOLAMMINA—-{p) 


(1)= Sfingomielinasi; (2)= sfingomielina sintetasi;(8)= ceramidasi; 


© = ceramide sintetasi; = sfingosina cinasi; ©= sfingosina-1-P fosfatasi; 
(Me sfingosina-1-P liasi;(@)= ceramide cinasi;(9)= ceramide -1-P fosfatasi. 


Figura 21.17 Formazione e in- 
terconnessioni metaboliche 
fra i bioregolatori di natura 
sfingoide 
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Tabella 21.III 


‘ Targets" enzimatici diretti (biotrasduttori), enzimi e proteine attivate dai biotrasduttori, geni coinvolti, ed effetti 
biologici dei messaggeri secondari, o bioregolatori, di natura sfingoide. 















CAPP (+), CAPK(+), 
PKCG (+), KSR 

(+),catepsina D | 
(+),PLD (-), ERK (+) | 


Fattori di trascrizione C-Myc, C-Jun, Cox, 
prodotti dai corri- 
spondenti geni 


cPLA- (+),A-SMase ), Rb (+), PAP {AC (-), PLD (+), PI- 
3K (+), ERK (+), 
Rac, Rho (+), JNK 


(-), GC (+) 


Bersagli enzimatici 
diretti 





PKC (- 
{(4) 













































Proliferazione,motili- 
tà cellulare,effetto 
antiapoptotico 


| Proliferazione, effetto 
anti-apoptotico 


Proliferazione,fago- 
citosi, risposta in- 
fiammatoria 


Differenziazione, ar- 
resto della prolifera- 
zione, apoptosi 


Effetti biologici 








CAPP = "Ceramide Activated Protein Phosphatase", proteina fosfatasi attivata dal ceramide; CAPK = "Ceramide Activated 
Protein Kinase", proteina chinasi attivata dal ceramide; PKC$ = proteina chinasi CG; KSR = "Kinase Suppressor of Ras", 
proteina chinasi inibente il Ras; PLD = fosfolipasi D; ERK = "Extra-cellular signal-regulated Kinase", proteina chinasi rego- 
lata da stimoli extracellulari; cPLA3 = PLA; citoplasmatica; A-SMase, sfingomielinasi acida; Rb, proteina del retino 
blastoma; PAP =Phosphatidic Acid Phosphatase", fosfatasi dell'acido fosfatidico; AC = adenilato ciclasi; PI-3K = 
"Phoisphatidyl inositol 3-kinase", chinasi 3 del fosfatidilinositolo; GC = guanilato ciclasi; INK = "JUN-NHp terminal kinase", 
una particolare proteina chinasi; (+) = attivazione; (- ) = inibizione 









gosina-1-fosfato. È peculiare il fatto che la sfingo- nire). Attraverso questi recettori la sfingosina-1-fo- 
sina-1-fosfato, oltre ad agire come messaggero in-.. sfato stimola la migrazione delle cellule endoteliari 
tracellulare, può essere escreta e funzionare come e delle cellule muscolari liscie dei vasi sanguigni 
ligando extracellulare (messaggero primario) inte- (effetto angiogenico). I processi di formazione e le 
ragendo con recettori di membrana a 7 segmenti a- connessioni metaboliche fra composti di natura 
elicizzati transmembrana accoppiati con proteine G_sfingoide sono illustrati nella Fig. 21.17. Nella 
(si tratta di recettori EDG “Endothelial Tabella 21.III sono riportati i “targets” enzimatici 
Differentiation Gene products”- dapprima ritenuti (biotrasduttori) dei bioregolatori di natura sfingoi- 


* II 


recettori “orfani”, cioè con ligandi ancora da defi- de e le risposte cellulari da essi evocate. La via me- 


Tabella 21.IV 


Biotrasduzione di segnali attraverso messaggeri sfingoidi: enzimi coinvolti e ligandi che ne provocano l'attivazio- 


ne. 









TNF-q; IL-1B; Ligandi-FAS; PDGF; NGF; 1,25(0H), vita- 
mina D3; acido retinoico; glucocorticoidi; progesterone; 

radiazioni ionizzanti; anestetici; alcuni farmaci antitumo- 

rali; inibitori della PKC 


1,25(0H), vitamina D3; TNF-a; ormoni tiroidei; cicloexi- 
mide 


Sfingfomielinasi neutra | Citosol/nucleo 
TNF-@; ligandi-FAS; anti CD 28; radiazioni ionizzanti; 


Sfingomielinasi acida |Lisosomi/endosomi 
DAG 


Sfingomielinasi acida CORO B; DAG 
Ceramide sintetasi Reticolo endoplasmatico | Daunorubicina; lipoproteine; acido retinoico 
Ceramide neutra Membrana plasmatica |PDGF; EGF; bFGF; IGF; esteri del forbolo 


Sfingosina chinasi PDGF; siero; esteri del forbolo; subunità-B della tossina 
| colerica 


Sfingomielinasi neutra | Membrana plasmatica 
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glio nota di trasduzione di segnali imperniata su un 
messaggero secondario di natura sfingoide è quella 
implicante il ceramide. Su stimolazione da parte di 
ligandi bioattivi, quali la /,25-diidrossivitamina Da 
(0 D3,), interleuchina (IL)1-} e il fattore di necrosi 
tumorale a (Tumor Necrosis Factor, TNF 0), nelle 
cellule bersaglio viene attivata la sfingomielinasi di 
membrana (una forma di fosfolipasi C) con produ- 
zione del ceramide che, a sua volta, attiva una pro- 
teina chinasi specifica o una proteina fosfatasi, a 
seconda del tipo di cellule bersaglio. Questi enzimi 
innescano a loro volta una catena di reazioni di fo- 
sforilazione/defosforilazione, coinvolgenti anche 
proteine nucleari, risultanti nel b/occo della prolife- 
razione cellulare, e innesco del processo di diffe- 
renziazione 0 di morte programmata (apoptosi) a 
seconda delle cellule interessate. Gli enzimi coin- 
volti nei processi di trasduzione di segnali attraver- 
so messaggeri sfingoidi e i ligandi che ne innesca- 
no l’attivazione sono riportati nella Tabella 21.IV. 
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Ile. Biotrasduzione di segnali non 
mediata da messaggeri 
secondari 


Vie di trasduzione attraverso 
recettori ad attività tirosina- 
chinasica 


Come riportato sopra molti sistemi cellulari arti- 
colano la risposta ai ligandi bioattivi in due fasi: 
nella prima fase si produce un messaggero seconda- 
rio e nella seconda un enzima (generalmente una 
proteina-chinasi), attivato da quel messaggero se- 
condario, innesca una catena di reazioni al termine 
delle quali si realizza l’effetto della stimolazione 
(enzima biotrasduttore del segnale). In alcuni siste- 
mi cellulari, particolarmente in risposta a fattori di 
crescita, o di differenziamento, la prima fase è elu- 
sa: è lo stesso recettore che, in presenza del ligan- 
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Figura 21.18 Interazioni tra ligandi bioattivi e recettori ad attività tirosinochinasica: il legame con 
il ligando provoca oligomerizzazione (dimerizzazione) del recettore e attivazione dell'enzima 
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do, si comporta da biotrasduttore. Si tratta dei re- 
cettori ad unico segmento a-elicizzato transmem- 
brana con attività tirosino-chinasica. L’attività tiro- 
sino-chinasica risiede nella porzione citosolica del 
recettore, dove pure ha sede un dominio regolato- 
rio. L'interazione con il ligando provoca un cambia- 
mento conformazionale della porzione extracellula- 
re del recettore, cambiamento che induce una o/igo- 
merizzazione (di solito dimerizzazione) dei recetto- 
ri (Fig. 21.18). Alla oligomerizzazione consegue un 
altrettanto profondo rimaneggiamento conforma- 
zionale delle porzioni intracellulari dei recettori che 
interagiscono fra di loro e si autofosforilano reci- 
procamente su resti di tirosina. Il recettore così au- 
tofosforilato è in grado di fosforilare numerose pro- 
teine bersaglio collocate nella membrana e nel cito- 
sol dando inizio alla serie di eventi enzimatici sui 
quali è costruita la risposta allo stimolo originario: 
modificazioni dei sistemi di trasporto di ioni e am- 
minoacidi, trascrizioni di geni e sintesi di proteine. 
L’autofosforilazione a livello della tirosina consen- 
te al recettori tirosino-chinasici di rimanere attivi 
anche quando il ligando bioattivo si è dissociato dal 
recettore. Donde la presenza di vari sistemi regola- 
tori che inattivano i recettori rendendoli funzional- 
mente intermittenti. Fra questi sistemi si annovera- 
no: le protein-tirosinofosfatasi, di membrana e cito- 
solubili, che staccano i resti fosforici dalla tirosina: 
la proteina chinasi C e alcune proteine chinasi 
cAMP dipendenti che, fosforilando resti di serina e 
treonina del dominio intracellulare regolatorio del 
recettore provocano inibizione dell’attività tirosino- 
chinasica. 


Le cascate chinasiche 


La modalità con cui i recettori tirosinochinasici, 
a seguito dell’interazione con il ligando specifico, 
evocano l’effetto fisiologico, è quello di innescare 
una “cascata” di reazioni chinasiche che si conclu- 
de con l’attivazione, pure per fosforilazione, di fat- 
tori di trascrizione genica con conseguente produ- 
zione di mRNA e corrispondenti proteine specifi- 
che. Un esempio di questa modalità, presentato 
schematicamente nella Figura 21.19, è il meccani- 
smo con il quale i fattori di crescita inducono la 
proliferazione (mitosi) delle cellule bersaglio. Il fat- 
tore di trascrizione interessato è denominato 
“MAP” (‘“’mitogen activated protein," MAP”), pro- 
teina attivata dal mitogeno, in cui l’agente mitoge- 
nico è il fattore di crescita. Il recettore fosforilato 
interagisce con una proteina citosolubile, GRB2, 
che riconosce il resto di tirosina fosforilata, ne resta 
attivata e attiva a sua volta il fattore SOS (“Son of 
Sevenless”) che favorisce lo scambio GDP- GTP 


sulla proteina Ras, una proteina G monomerica (di 
tipo 0) ancorata al foglietto citoplasmatico della 
membrana attraverso un resto idrofobico polipre- 
noide. La Ras-GTP attiva a sua volta la proteina 
chinasi Raf pure ancorata alla membrana, la quale 
innesca la sequela di fosforilazioni: MAPKKK 
(MAP chinasi-chinasi-chinasi), MAPKK (MAP chi- 
nasi-chinasi), e MAPK (MAP-chinasi). Que- 
st’ultima fosforila il MAP che, penetrato nel nucleo, 
fosforila a sua volta, a seconda dei casi, e a livello 
del nucleo, vari fattori di trascrizione (Fos, ATF-2, 
Jun, Myc, Alk-1, etc.) attivandoli e rendendoli quin- 
di idonei a promuovere l’evento di trascrizione. Si 
noti che solo il recettore, la proteina G Ras, la pro- 
teina Ras sono legate alla membrana mentre tutti gli 
altri componenti del sistema di trasduzione sono a 
sede citoplasmatica e gli agenti ultimi a sede nu- 
cleare. Questo sistema di trasduzione è di breve du- 
rata e intermittente. Ciò deriva dal fatto che: (a) la 
proteina G Ras possiede attività GTP-asica, stimo- 
lata per altro da fattori attivanti quali il GAP 
(“GTP-ase activating protein”), con formazione 
della Ras-GDP inattiva, e, (b) tutti gli eventi di fo- 
sforilazione sono prontamente seguiti da altrettanti 
eventi di defosforilazione, catalizzati da proteine 
fosfatasi specifiche, a sede citosolubile o nucleare. 

Una variante del processo di trasduzione di se- 
gnali coinvolgente i recettori tirosinochinasici è 
quella esibita da ligandi bioattivi, quali alcuni or- 
moni (prolattina, ormone della crescita), l’interfero- 
ne e le citochine (Fig. 21.20). In questa variante il 
recettore, dopo la dimerizzazione, non è capace di 
autofosforilarsi, ma raggiunge tale scopo fosfori- 
lando resti di tirosina di una proteina-chinasi asso- 
ciata, la JAK 1 (0 JAK2 o TYK), che, una volta atti- 
vata per fosforilazione, fosforila il recettore. Al re- 
cettore fosforilato si lega una proteina, detta STAT 
la quale viene fosforilata da parte di JAK-P. La 
STAT fosforilata si stacca quindi dal recettore, va 
incontro a dimerizzazione e passa nel nucleo dove 
agisce da fattore di trascrizione per alcuni mRNA. 
La JAK-P, legata al recettore pure fosforilato, può 
anche promuovere, sempre per fosforilazione, il si- 
stema di trasduzione imperniato su SOS-Ras-Raf- 
MAPKKK, oppure su PLCYy, oppure sulla PI-3K 
(vedi oltre). Analogo a questo processo è quello im- 
piegato da alcuni fattori di crescita che controllano 
lo sviluppo e la morfogenesi degli organismi multi- 
cellulari (i/ fattore di trasformazione della crescita 
(TGF)f, l’activina, la proteina morfogenetica del- 
l'osso BMP, ecc.). In questo caso i due recettori mo- 
nomerici tirosinochinasici, sono diversi l’uno dal- 
l’altro, si aggregano a dimeri quando in contatto 
con il ligando, e fosforilano (sulla serina) la protei- 
na R-SMAD,; (SMAD, regolata dal recettore). 
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Figura 21.19 Esempio di via trasduzionale mediata da recettori a tirosina chinasi con innesco di 
una cascata di rezioni chinasiche e attivazione finale di fattori di trascrizione genica 


Questa via di trasduzione di segnali è utilizzata da molti fattori di crescita. 
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Figura 21.20 Rappresentazione schematica della via trasduzionale implicante le proteine chinasi 
JAK 


I recettori coinvolti non posseggono attività tirosina chinasica endogena. 





Questa, nella forma fosforilata, si aggrega ad un’al- come già ricordato, un normale costituente della 
tra proteina SMAD, la SMAD, ed il complesso, pe- membrana plasmatica, collocato prevalentemente 
netrato nel nucleo, funge da induttore della trascri- nel foglietto interno. Esso può essere fosforilato in 
zione selettiva, Anche questi processi di trasduzio- C3 a fosfatidil-3,4,5 trifosfato da una chinasi speci- 


ne sono assoggettati a controllo attraverso proteine uuesth 
inibitorie che impediscono ai legandi di interagire fica, PI-3K. A sua volta, il fosfato in C3 è poi rimos- 


con il recettore, o forme di SMAD che agiscono da $0 per azione della P/-3 fosfatasi: 
inibitori competitivi della R-SMAD, e SMAD,. 0 
Nella Tabella 21.V sono riportate le famiglie delle alii lea 


proteine G monomeriche e le loro funzioni. Da 
ReTGCeO—- CH 
O 
Vie di trasduzione attraverso la CH—0-P—0 OH OH 
fosfatidil-4,5difosfato-3-chinasi SRG 
(PI-3K) SO 
OH OT 
Il fosfatidilinositolo-4,5difosfato (PI-4,5P) è, Pi eg 


Tabella = 1 .V PI-3 fosfatasi PI-3 chinasi 





Famiglie e funzioni delle proteine G monometriche 
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Figura 21.21 Meccanismo di attivazione della fosfatidilinositide chinasi (PI-3K) 


e SIIT SR E LORI ZE A prin A hire gini ia binocoli lobi AO RO 
A: attivazione per il tramite di recettori a tirosina chinasi; B: attivazione per il tramite di recettori e 7 domini trans- mem- 
brana associati a proteine G trimeriche (a, {, y). Le PI-3K sono costituite da due subunità, una ad azione catalitica 
(C), l'altra ad azione regolatoria (R). Nel caso A la PI-3K assume la conformazione attiva per interazione, attraverso 
la subunità regolatoria, con una proteina adattatrice (A) che riconosce i resti di fosfotirosina (Tyr-P) del recettore atti- 
vato, attraverso un proprio dominio SH2 e fa così da ponte tra il recettore attivato e la PI-3K. Nel caso B la PI-3K si 
attiva a seguito dell'interazione, sempre attraverso la subunità regolatoria, con la subunità a della proteina G trimeri- 


ca, che si libera dal recettore attivato. 


PTEN: fosfatasi attiva sul PI-3,4,5 trifosfato (Phosphatase and TENsin homologue). 
PIP2: fosfatidilinositolo-4,5 difosfato; PIP3: fosfatidilinositolo-3,4,5 trifosfato. 


Esistono diverse forme di PI-3K, tutte a sede ci- 
tosolica e costituite da due sub-unità, una catalitica 
e una regolatoria. Le forme di tipo A sono attivate da 
ligandi con recettori a tirosina chinasi, quelle di tipo 
B da ligandi con recettori a 7 domini trans-membra- 
na associati a proteine G eterotrimeriche (Fig. 
21.21). Le PI-3K di tipo A possono riconoscere, at- 
traverso un dominio SH2, oppure per mezzo di un 
opportuno adattatore, il resto di tirosina fosforilata 


del recettore, e diventare così attive. Nello stato atti-* 


vo Interagiscono con il PI-4,5P della membrana, e lo 
fosforilano a PI-3,4,5: si genera così un resto di ino- 
sitide -3,4,5P che può essere riconosciuto da domini 
amminoacidici PH (“Pleckstrin Homology”). La se- 


rina-treonina chinasi AKT (anche denominata 
PKB), che contiene questo dominio, si aggancia al 
PI-3,4,5 Pe può essere così riconosciuta dalla china- 
si PDK, che la fosforila, e diventare attiva. La AKT 
attivata fosforila a sua volta la proteina antiapoptoti- 
ca BAD, rendendola funzionalmente attiva e quindi 
in grado di esercitare l’effetto antiapoptotico. Le PI- 
3K di tipo B raggiungono lo stesso obiettivo di atti- 
vare la chinasi AKT a seguito dell’attivazione di re- 
cettori a 7 segmenti trans-membrana. Infatti, attra- 
verso la propria unità regolatoria interagiscono con 
la sub-unità a, che si sgancia dalla proteina G etero- 
trimerica a seguito dell’attivazione del recettore, di- 
ventando così attive: si forma il PI-3,4,5P che inne- 
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sca la reazione di cui sopra. Il sistema trasduziona- 
le della PI-3K è intrinsecamente intermittente, per 
allontanamento del ligando esterno dal recettore, 
per l’autoestinzione dello stato di attività della sub- 
unità a della proteina G, e per la presenza nel cito- 
sol di potenti fosfatasi che trasformano il PI-3,4,5P 
a PI-4,5P. Queste fosfatasi specifiche sono nomina- 
te PTEN (‘“Phosphatase and TENsin homologue ”’). 


Vie di trasduzione attraverso 
recettori ad attività serina/treonina 
chinasica 


Un gruppo di recettori, di cui il prototipo è il 
TGF- (‘“Trasforming Growth Factor-B”) operano 
come chinasi serina/treonina. Questi recettori sono 
suddivisi in due classi, I e II, entrambe capaci di le- 
gare il TGF-B. Dapprima si lega al TGF-$ un recet- 
tore della II classe, e quindi quello di I classe. A se- 
guito delle modificazioni conformazionali provoca- 
te dal legame con il ligando esterno, i due recettori 
dimerizzano e diventano cataliticamente attivi co- 
me serina-chinasi e si transfosforilano su resti di se- 
rina (Fig. 21.22). Nella forma attiva fosforilano 
proteine citosolubili del gruppo SMAD, che dime- 
rizzano, penetrano nel nucleo dove agiscono come 
fattori esterni di innesco della trascrizione genica. 
Questa modalità trasduzionale, che non richiede 
l’intervento di trasduttori citoplasmatici, è molto ra- 
pida. Il sistema può essere interrotto per azione di 
proteine fosfatasi specifiche. 


Trasduzione di segnali mediata da 
recettori dotati di altre attività 
enzimatiche o di particolari attività 
regolatorie 


Modalità trasduzionali ancora non completa- 
mente note nei dettagli, ma di sicura rilevanza fun- 
zionale sono quelle innescate da recettori ad attivi- 
tà tirosina fosfatasica e le plexine. I recettori ad at- 
tività tirosina fosfatasica si attivano a seguito di in- 
terazioni con ligandi esterni solubili o con proteine 
di membrana di cellule vicine. Il dominio ad attivi- 
tà fosfatasica esposto sulla faccia citoplasmatica 
della membrana promuove la defosforilazione (sul- 
la tirosina) di alcune proteine citosolubili, o ancora- 
te alla membrana, che diventano così attive, o di- 
sponibili all’attivazione, potendo così svolgere un 
ruolo positivo nella trasduzione di segnali. Tipico 
recettore di membrana ad attività tirosinico fosfata- 
si è il CD 45, che svolge un ruolo importante nel- 
l’attivazione dei linfociti B e T. 
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Figura 21.22 Trasduzione di segnali implicante 
recettori ad attività serina/treonina chinasica 


Il ligando TGFf è l'esempio tipico di innesco della trasdu- 
zione attraverso questo meccanismo. Sono coinvolti due 
recettori, di tipo | e Il. Il recettore di tipo Il si lega per pri- 
mo al ligando, facilitando la successiva interazione fra li- 
gando e il recettore di tipo |. Si forma così il complesso 
che, per transfosforilazione sulla serina, diventa attivo, 
e catalizza la fosforilazione del fattore trascrizionale 
SMAD 2,3 che si lega a sua volta al cofattore SMAD4 for- 
mando il complesso attivo SMAD4/SMAD2,3-fosfato. 
Quest'ultimo, penetrato nel nucleo, innesca la trascrizio- 
ne genica. Si tratta di un processo trasduzionale partico- 
larmente rapido in quanto basato su un'unica tappa inter- 
media. 

TI: recettore di tipo |; TIl: recettore di tipo Il. 


Le plexine sono recettori trans-membrana per li- 
gandi di natura proteica chiamati semaforine. In 
presenza di semaforine le plexine si attivano e inte- 
ragiscono con vari componenti del sistema delle 
proteine G monomeriche (Rho, RAC, RAS), modu- 
lando itinerari trasduzionali che coinvolgono in par- 
ticolare il citoscheletro. E provato l’intervento del- 
le plexine nelle modificazioni della motilità e pla- 
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sticità cellulare che accompagnano lo sviluppo del 
sistema nervoso e cardiovascolare. 


I.f. Biotrasduzione di segnali 
coinvolgente il citoscheletro: 
le integrine 


Nel contesto tessutale le cellule interagiscono 
fra di loro con diverse modalità, tra cui, e in preva- 
lenza, le giunzioni adesive, nelle quali componenti 
della matrice extracellulare, della membrana pla- 
smatica e del citoscheletro, in presenza di /icandi 
particolari esterni o di stimoli interni, st organizza- 
no in “aree di adesione focale”, le quali, a loro vol- 
ta, generano risposte. Alla funzionalità delle aree di 
adesione focale sono legati eventi fondamentali per 
la cellula: sopravvivenza, proliferazione, differen- 
ziamento, polarità, movimento, apoptosi. Un ruolo 
chiave nella formazione delle aree di adesione foca- 
le, e quindi nella trasduzione di segnali coinvolgen- 
ti 11 citoscheletro è svolto dalle jn/eerine, una fami- 
glia di recettori della membrana plasmatica. Le in- 
tegrine sono etero-dimeri di due subunità & e 3, cia- 
scuna contenente più di 1600 amminoacidi. Le sub- 
unità o. possono essere di 18 tipi diversi (o 1....11; 
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Figura 21.23 I componenti della famiglia delle 
integrine umane 


Le integrine a.L/B2, aM/B2, aX/B2 e aD/B2 sono speci- 
fiche per i leucociti; le integrine a1/B1, a2/B1, a10/B1 
e 0.11/B1 sono specifiche per il collagene; le integrine 
o3/B1, a6/B1,0c7/B1 e a6/B4 sono specifiche per la la- 
minina. Le altre integrine possono riconoscere diversi li- 
gandi di differente origine cellulare o tessutale. 


cD, E, L, M, X, V, II) e quelle P di 8 tipi (B1.....8) 
e i diversi etero-dimeri presenti nell’uomo sono 24 
(Fig. 21.23). Ciascuna integrina possiede una gros- 


Figura 21.24 Struttura tridimensio- 
nale della porzione extracellulare di 
una integrina (aVbo), derivata da 


BA-domain studi cristallografici 


La subunità B presenta in sequenza e a par- 
tire dalla estremità N-terminale i dominii: 
: PSI, A, da "Adhesion" (dominio di interazione 
7/ con il ligando, detto anche Interaction-like- 





Y} Hybrid 5% “4 A 4 
È 4A domain domain’), contenente il sito di legame con 
J) Ali of (55-108; cationi bivalenti, Ca *, Mg”, Mn e la se- 
Thigh domain La 0! 353432) —quenza amminoacidica arginina-glicina-aci- 
(439-592) N i do aspartico, "RGD", implicata nell'interazio- 
se NN Hara (1-54) ne con il ligando; ibrido; EGF-1, EGF-2, 
Thigh domain EGF-3, EGF-4 e TD, verso l'estremità carbos- 
ay, \ EGR silica. La subunità a presenta nella stessa se- 
SÌ (uinker tt] S Egr #9 quenza N4C i dentini B propeller (struttu- 
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ra a botte); coscia (Thigh); polpaccio 1 e 2 
("Calf le 2"). Fra i domini coscia e polpaccio 
1 è inserito una breve sequenza flessibile 


EGF-3 

(532-562) detta genu (ginocchio). In entrambe le sub- 
unità sono pure presenti brevi sequenze di 

ii iungimento ("linker"). In alcune integrin 

(563-605) congiungimento ("linker"). In alcune integrine 


la subunità a possiede un ulteriore dominio 
terminale (I-domain) attaccato al dominio a 
botte, il quale può interagire con il ligando 
esterno in partecipazione con l'analogo do- 
minio portato dalla subunità } (da Xiong JP 
Stehle T, Diefenbach B ecc. come riportato 
dalla Figura 14.19 della “Biologia cellulare” 
di A. Fantoni et al., 2009 Piccin Nuova 
Libraria). 
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sa porzione extracellulare (contenente l’estremità 
amminoterminale), una breve porzione trans-mem- 
brana e una piccola porzione intracellulare (con il 
terminale carbossilico), quest’ultima costituita da 
una cinquantina di amminoacidi (solo la subunità 
B4, presente nell’integrina 064, contiene in questa 
porzione circa 1000 amminoacidi). La porzione ex- 
tracellulare, la cui struttura, derivante da analisi cri- 
stallografiche, è presentata nella Fig. 21.24, è costi- 
tuita in entrambe le subunità & e B da differenti “do- 
mini” tra i quali quelli dislocati più terminalmente e 
di maggior ingombro sterico sono deputati alle inte- 
razioni più strette fra le due subunità e al legame 
con ligandi esterni (fattori di crescita, citochine, fi- 
brinogeno, fattore von Willebrand, fibronectina, vi- 
tronectina), o con componenti della matrice extra- 
cellulare (collagene, laminina, proteoglicani). Nelle 
subunità } è sempre presente il dominio BA (adhe- 
sion) o I (interaction), addetto &ppunto a questi sco- 
pi interattivi; nelle subunità o il dominio a botte 
(‘’B-propeller”) che garantisce le interazioni con la 
subunità f: solo in alcune di esse è presente un do- 
minio I di attacco al ligando esterno. 

La porzione intracellulare, specificamente nella 


subunità PB, ha siti di interazione con componenti 
del citoscheletro (talina, kindline, paxillina, tensina, 
c- e P-parvina) attraverso i quali si connette con il 
sistema dei microfilamenti di actina, con proteine 
regolatrici di tipo G, proteine adattatrici e proteine 
chinasi. Nell’integrina 064 l’interazione con il ci- 
toscheletro riguarda i filamenti intermedi. Nel caso 
della subunità o la porzione intramembrana può in- 
teragire con la caveolina-1 e quindi mettersi in con- 
tatto con il sistema dei microdomini di membrana 
meno fluidi. E da notare che le integrine non pos- 
seggono siti a diretta funzione catalitica. 

Le molecole di integrina posseggono notevole 
flessibilità conformazionale passando dalla forma 
più compatta e ripiegata (di scarsa reattività), in cui 
le due subunità sono strettamente interagenti fra di 
loro e ravvicinate nella membrana, ad una forma di- 
stesa (ad alta reattività). Nella forma distesa le due 
subunità protrudono dalla membrana, si allargano 
nella porzione intra-membrana, ma rimangono in 
stretto contatto nella porzione N-terminale, la quale 
nella subunità }, a volte con la partecipazione della 
subunità €, interagisce con il ligando esterno (Fig. 
21.25). Esistono poi forme intermedie per confor- 
mazione e reattività. La flessibilità conformaziona- 
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Figura 21.25 Rappresentazione schematica dei cambiamenti conformazionali a carico delle inte- 
grine correlati al passaggio dallo stato di quiescenza a quello attivo indotto dall'interazione con 
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le (allosterismo) rende le integrine adatte ad intera- 
gire con differenti ligandi, risultandone a loro volta 
modulate, e di poter fungere da trasduttori di segna- 
li bidirezionali, verso l’interno della cellula, ma an- 
che verso l’esterno. 

Allo stato di quiescenza le molecole di integrina 
si presentano nella conformazione ripiegata inattiva 
interagendo blandamente con la matrice extracellu- 
lare. In presenza di ligandi esterni, quali alcuni fat- 
tori di crescita (EGF, PDGF, VEGF), citochine, fi- 
brinogeno, fattore von Willebrand, fibronectina, vi- 
tronectina, collagene, laminina, proteoglicani, le in- 
tegrine assumono la conformazione estesa attiva, si 
assemblano sulla membrana e formano le “aree di 
adesione focale” a livello delle quali: (a) stabilisco- 
no legami stretti con componenti della matrice ex- 
tracellulare collegandoli con elementi del citosche- 
letro; (b) reclutano “in situ”, a livello della faccia 
citoplasmatica della membrana, varie proteine cito- 


plasmatiche anche a funzione enzimatica, correlan- 
dosi con varie vie di trasduzione di segnali; e (c) in- 
teragiscono con recettori cellulari con attività tirosi- 
na chinasica (RTK) regolandone l’attività. 


Integrine e organizzazione del citoscheletro. La 
porzione intracellulare della subunità B delle inte- 
grine, quando diventa attiva, si lega alla talina. Ciò 
innesca un processo di organizzazione fra le diver- 
se proteine del citoscheletro, paxillina, vinculina, e 
o-actinina, cui segue la polimerizzazione dell’acti- 
na (Fig. 21.26). In questo processo alcuni compo- 
nenti (talina, paxillina, tensina) vengono fosforilati 
ad opera di una tirosina-proteina chinasi, /a FAK 
(“Focal Adhesion Kinase”), che s1 attiva per auto- 
fosforilazione nell’area di adesione focale e la chi- 
nasi Src, a sua volta fosforilata dalla FAK (vedi an- 
che oltre). La polimerizzazione dell’actina stimola 
l'inserimento di altre molecole di integrine nell’a- 
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Figura 21.26 Area di adesione focale: attivazione dalle integrine e loro ruolo, addensamento del- 
la matrice extracellulare e organizzazione del citoscheletro 


Pax: paxillina; Vin: vinculina. 
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rea di adesione focale consolidando l’interazione 
fra matrice extracellulare e citoscheletro. Un ulte- 
riore effetto esercitato dalle integrine sull’organiz- 
zazione del citoscheletro è di tipo regolatorio: esso 
è mediato dalla serina/treonina proteina-chinasi //K 
(‘“Integrin Linked Kinase") che con il suo termina- 
le carbossilico si lega al segmento intracellulare 
della subunità integrinica, attivandosi. L'attivazione 
consegue al concomitante legame dell’ ILK, attra- 
verso il proprio dominio PH (‘Pleckstrin 
Homologyv'), con il fosfatidilinositolo-3,4,5-trifo- 
sfato (posizionato sulla faccia citosolica della mem- 
brana), il che la rende idonea alla fosforilazione da 
parte di una PI-3-K. La stessa ILK, fosforilata, fo- 
sforila la chinasi ROCK (“Rho-associated Coiled- 
coil-containing Kinase") che attiva a sua volta al- 


cune GTP-asi del gruppo Rho, le quali pilotano la 
riorganizzazione del polimero di actina nella forma 
di fibre da stress, lamellipodia e filopodia. 


Integrine e trasduzione di segnali nel citosol. Il 
più precoce stimolo alla trasduzione di segnali in- 
tracellulari, originato nell’area di adesione focale, è 
costituito dalla attivazione della ILK, citata sopra. 
L’ILK fosforila la AK7, attivandola, e promuove co- 
sì le cascate chinasiche da questa innescate. 
Fosforila inoltre la g/icogeno sintetasi chinasi-3B 
(GSK3-/3) inibendola. In questo modo l’ILK favori- 
sce l’espressione della cic/ina D/ la cui proteolisi è 
favorita dalla GSK3-f. Infine la ILK, nella sua por- 
zione C-terminale si lega alla proteina adattatrice 
paxillina che fa da ponte fra la stessa ILK e la FAK. 
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Figura 21.27 Rappresentazione schematica dei rapporti fra integrine e trasduzione di segnali al- 


l'interno della cellula 








Sono delineati i rapporti cooperativi fra sistema integrine e sistemi dei recettori di membrana ad attività tirosino-chi- 
nasica (RTK), e il ruolo esercitato dalle integrine sulle principali attività cellulari. 

Pax: paxillina; Par: a-,e B-parvina; AA: acido arachidonico; cPLAy: fosfolipasi Ag citoplasmatica; raft: microdominio 
di membrana a maggiore rigidità arricchito in colesterolo e glicolipidi. 
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Il sinergismo ILK e FAK consente l’innesco della 
sequenza di reazioni: attivazione della chinasi 
SrcH-+CTK>CAS, che sfociano nei sistemi trasdu- 
zionali RAS, ERK e JNK, JUN/JUN e JUN/FOS, 
attinenti anche l’espressione di ciclina D (Fig. 
21.27). L’attivazione di RAS porta, fra l’altro, alla 
formazione di lamellipodia con conseguenze sulla 
motilità cellulare. 


Interazione fra integrine e recettori cellulari 
con attività tirosina-chinasica (RTK). L’ILK, nella 
sua porzione N-terminale possiede siti di interazio- 
ne con le proteine adattatrici Nck/ e Nck2 e 
PINCH-1 e -2 (“Particularly Interesting New 
Cystein-Histidine protein”). Queste proteine, attra- 
verso 1 loro domini SH2/SH3 (nel caso delle Nek) o 
strutture a dito di zinco ricche di cisteina (nel caso 
delle PINCH), riconoscono e si adattano a residui di 
fosfotirosina o di tirosina, rispettivamente, che sono 
presenti nella ILK, nei recettori RTK (quali / EGF- 
R e il PDGF-R), e nell’/RS-/ (substrato del recetto- 
re insulinico-1). Si stabilisce così un ponte fra il si- 
stema delle integrine e quello dei recettori di mem- 
brana ad azione tirosino-chinasica (Fig. 21.27), il 
cui stato di attivazione e la cui interazione con spe- 
cifici ligandi viene modulata dalle integrine. 
L’aggancio alle RTK consente il collegamento fra le 
integrine e le vie di trasduzione di segnali 
RASSRAFSMEK e MAPK. Alcune integrine 
(Bl/oV) sono poi in grado di attivare la tirosina- 
chinasi Fyn, ancorata alla membrana plasmatica 
(attraverso la proteina adattatrice SH3) ed esposta 
sulla faccia citoplasmatica, con la mediazione della 
caveolina-1 (Fig. 21.27): sono così coinvolte nel 
ruolo funzionale dei microdomini di membrana me- 
no fluidi (Rafts). La chinasi Fyn, una volta attivata, 
si combina con in dominio ricco in prolina della 
proteina adattatrice Shc, che viene fosforilata. A se- 
guito della fosforilazione la Shc si lega al comples- 
so Grb2-mSOS che porta RAS sotto il controllo dei 
fattori di scambio GDP-GTP, e quindi alla forma 
RAS-GTP che innesca il sistema di trasduzione 
RAS —> ERK. L’insieme delle risposte biomoleco- 
lari derivanti dall’attivazione del sistema integrini- 
co e degli assetti funzionali a livello cellulare sui 
quali interviene lo stesso sistema è riassunto nella 
Fio. 21:24, 

I coinvolgimenti funzionali delle integrine sono 
molto ampli. Ciò rende ovvia l’aspettativa che loro 
anomalie siano associate a diverse patologie uma- 
ne, quali trombosi, sindromi emorragiche, processi 
infiammatori, aterosclerosi, osteoporosi, tumori e 
malattie infettive. In particolare la mancanza del ge- 
ne dell’integrina [2 causa la LAD (deficienza del- 
l'adesione leucocitaria), malattia genetica precoce- 


mente mortale caratterizzata da grave compromis 
sione delle difese immunitarie. 


Trasduzione di segnali 
attraverso i recettori Notch 


fi 


La via di trasduzione di segnali mediata dai re- 
cettori Notch, particolarmente impiegata per rego- 
lare la proliferazione e la morte cellulare durante 1 
processi di sviluppo, ha questa caratteristica pecu- 
lare: 1 recettori Notch, proteine trans-membrana 
presenti in una cellula, a seguito dell’interazione 
con ligandi di un’altra cellula, rilasciano all’interno 
della propria cellula la porzione intracellulare. 
Questa, penetrata nel nucleo, agisce sul DNA come 
fattore trascrizionale esterno: 

La struttura dei recettori Notch e dei loro ligan- 


Cellula 2 


- 


Cellula 1 






Recettore 
Notch 








di è presentata in forma schematica nella Fig. 21.28. 
Nei vertebrati sono presenti quattro recettori Notch 
(Notch-1, -2, -3, -4). Il recettore Notch-1 possiede il 
maggiore peso molecolare (272 KDa), e il maggior 
numero di amminoacidi (2556). Tutti 1 recettori 
Notch sono costituiti da tre porzioni, quella extra- 
cellulare portante l'estremità N-terminale e di mag- 
giore lunghezza, quella intramembrana e quella, più 
piccola, intracellulare con il terminale carbossilico. 
Nella porzione extracellulare si susseguono: una 
lunga regione costituita da 29 (Notch-4), 34 
(Notch-3) e 36 (Notch-2 e Notch-1) domini ripetiti- 
vi tipo EGF, coinvolti nell’interazione con il ligan- 
do, una regione LIN-12 (o LNR, “LIN-12/Notch 
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Figura 21.28 Rappresentazione schematica di 
un recettore Notch (Notch1) e dei ligandi Delta 
(il più piccolo) e Jagged (il più grande) 


EGF “Epitelial Growth Factor” (fattore di crescita epitelia- 
re) 


Related Region”) contenente 12 domini ripetitivi, e 
una piccola regione C-terminale ricca in cisteina e 
fortemente idrofobica. Questa regione è collegata 


tramite legami non covalenti ad una analoga strut- 
tura idrofobica che si continua nelle porzioni intra- 
membrana ed intracellulare. Le due regioni idrofo- 
biche, dette anche “domini di etero- 
dimerizzazione”, costituiscono lo snodo flessibile 
della porzione extracellulare. La porzione intracel- 
lulare è costituita da una regione RAM (“RBPjK 
Associate Molecule”) cui fanno seguito una regione 
contenente sei domini ripetitivi di tipo ankirina 
(“Ankirin repeats”) e un piccolo dominio TAD 
(“Trans Activation Domain”) entrambi coinvolti ne- 
gli eventi trasduzionali a sede nucleare, ed infine un 
breve dominio PEST (così chiamato per la sequen- 
za di quattro amminoacidi - prolina, glutammato, 
serina e treonina- impegnata nell’interazione) posi- 
zionato all’estremità C-terminale del recettore e co- 
involto nel processo di degradazione endonucleare 
di Notch. Da notare che nella regione a domini ri- 
petitivi di tipo EGF sono presenti tre siti di O-glico- 
sidazione con fucosio e N-acetilglucosammina. 

Per quanto attiene ai ligandi dei recettori Notch, 
nei vertebrati sono presenti in due tipi: “De/ta”, in 
due forme, e “/agged”, pure in due forme. 
Entrambi i tipi hanno una più ampia porzione extra- 
cellulare, seguita dalle porzioni transmembrana e 
intracellulare. La porzione extracellulare portante 
l’estremità N-terminale inizia con una regione detta 
DSL,* costituita da un dominio di tipo EGF degene- 
rato, continua con una regione contenente /8 domi- 
ni di tipo EGF nelle Jagged (9 domini nella Delta), 
e termina con una regione ricca di cisteina (assen- 
te però nel tipo Delta). Tutta la porzione extracellu- 
lare è coinvolta nella interazione con l’analoga por- 
zione extracellulare del recettore Notch. 

Come indicato schematicamente nella Fig. 
21.29, il precursore del recettore Notch è biosinte- 
tizzato nel reticolo endoplasmatico: la porzione in- 
tramembrana è inserita nella membrana reticolare, 
la porzione N-terminale sporge nel lume del retico- 
lo e quella C-terminale è prospiciente il citosol. 
Entro il reticolo avviene una O-fucosilazione Su se- 
rina o treonina in tre diversi punti della porzione a 
domini EGF ripetuti ad opera di una O-fucosiltran- 
sferasi. Il precursore fucosilato passa poi, per tra- 
sporto vescicolare, nell’apparato del Golgi dove 
una “convertasi” di tipo furinico opera una rottura 
proteolitica nella porzione compresa tra il dominio 
trans-membrana e la regione LIN 12 generando due 
monconi fortemente idrofobici (“domini di etero- 
dimerizzazione”’), che interagiscono però fra di lo- 


"Questo acronimo deriva da Delta, Serrate e LAG-2 che sono diversi tipi di ligandi dei recettori Notch, presenti nel mondo ani- 
male. Questi ligandi, seppure diversi tra loro, hanno comunque in comune la porzione DSL. Nei mammiferi l’altro ligando per i 


recettori Notch, oltre al “Delta”, è il “Jagged” simile al Serrate. 
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Figura 21.29 Schema dei processi di sintesi, glicosilazione, esposizione sulla membrana plasma- 
tica, rottura proteolitica mirata e liberazione intracellulare della porzione ad attività regolatoria 
(NICD, “Notch IntraCellular Domain”) di un recettore Notch 





È pure rappresentato il ruolo svolto da NICD nel processo di repressione/espressione genica, e la degradazione di 
NICD da parte del sistema ubiquitina/proteosoma (Pr). CLS = proteina legante il DNA; Co-R = co-repressori protei- 
ci; M = Co-attivatori; S = ligasi SEL 10; u = ubiquitina; Pr = proteasoma. 


ro, conferendo flessibilità alla molecola. Il prodotto 
viene ulteriormente glicosilato (con GlcNAc) sui 
resti di fucosio ad opera di una N-acetilglucosam- 
mina-transferasi (chiamata Fringe”) e quindi av- 
viato, per traffico vescicolare, alla membrana pla- 
smatica. 

L’interazione con il ligando (Delta o Jagged) in- 
nesca il processo di attivazione del recettore Notch. 
Il dominio extracellulare si flette in corrispondenza 
dei domini di etero-dimerizzazione consentendo 
l’attacco da parte di due metallo proteasi di mem- 
brana, la prima (“ADAM 10 0 TACE”), che stacca 
tutta la porzione extracellulare del recettore Notch, 
e l’altra, chiamata y-secretasi (un complesso di pro- 
teine fra cui la presenilina) che stacca la porzione 


intracellulare del recettore (N/CD, “Notch Intra 
Cellular Domain”) che è la parte attiva del recetto- 
re. Il NICD entra nel nucleo e si combina con la 
proteina CSL (costituita da tre subunità, CBFI, 
Su(H) e LAG-1) legante il DNA. L'inserimento del 
NICD provoca il distacco dal CSL di alcuni Co-re- 
pressori (SMART, SHARP, CEBP) e l’inserimento 
di Co-attivatori (Mam, aciltransferasi degli istoni e 
complessi di rimodellamento della cromatina) con 
conseguente innesco del processo di trascrizione di 
nuove proteine. Sul complesso CSL attivo possono 
poi agire altri fattori, una chinasi ciclina dipendente 
e la /igasi SEL 10, che rendono il NICD associato 
allo stesso complesso idoneo all’ubiquitinazione e 
alla successiva degradazione proteosomale, 
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Figura 21.30 Azione attivatoria esercitata dal 
sistema Notch sul differenziamento selettivo di 
una cellula staminale progenitrice di cellule 
neurali verso oligodendrociti 


Da osservare il concomitante effetto inibitorio sul diffe- 
renziamento verso neuroni e astrociti. 


Quest’ultima operazione rappresenta l’automatica 
interruzione dell’azione dei recettori Natch attivati. 

I recettori Notch inseriti nella membrana pla- 
smatica possono anche andare incontro ad un pro- 
cesso di internalizzazione per endocitosi con possi- 
bilità di riciclo sulla membrana plasmatica o di av- 
vio verso un iter degradativo all’interno di endoso- 
mi secondari e quindi nei lisosomi. L’iter degrada- 


tivo è ubiquitino-dipendente ed è catalizzato da un 
insieme di ligasi fra cui la presenilina. 

Le implicazioni funzionali dei recettori Notch 
sono molto ampie e riguardano specificamente pro- 
cessi di orientamento differenziativo delle cellule, 
in particolare di quelle afferenti al sistema nervoso, 
cardiovascolare, endocrino ed immunologico. La 
modalità meglio nota di azione specifica dei recet- 
tori Notch è /’inibizione laterale, processo in cui 
nell’ambito di un gruppo di cellule (“nicchie”) che 
posseggono lo stesso potenziale differenziativo, 
quelle che per prima intraprendono l’iter differen- 
ziativo ne inibiscono l’entrata alle altre. A titolo di 
esempio la Fig. 21.30 mostra l’azione sia attivatoria 
sia inibitoria esercitata da Notch sul differenzia- 
mento di cellule staminali verso i principali tipi cel- 
lulari del sistema nervoso, privilegiando l’orienta- 
mento verso gli astrociti. Nella Tabella 21.VI sono 
elencate alcune malattie da difetti genetici riguar- 
danti componenti del sistema di trasduzione di se- 
gnali Notch dipendente. 


I.h. Trasduzione di segnali 
attraverso ligandi Wnt 


I livandi Wnî° sono proteine di secrezione, a se- 
de extracellulare, che, interagendo con diversi re- 
cettori di membrana, danno inizio a differenti vie di 


Tabella 21.VI 


Alcune malattie derivanti da difetti genetici riguardanti componenti della via di trasduzione di segnali Notch-di- 
pendente. 








Sindrome di Alagille 


mazione della rete biliare 





Leucemia linfoblastica 
acuta, da cellule T 










stema Notch 





Anomalie nello sviluppo neuronale, schele- 
trico, cardiovascolare, oculare e della for- 


Sindrome CADASIL Anomalie dello sviluppo dei vasi particolar- | Mutazione dei geni dei recettori 
mente a livello cerebrale. Morte prematura |Notch-1 e Notch-3 
Neoplasia aggressiva da progenitori dei 


linfociti T a seguito di iperattivazione del si- 


Disostosi spondilo costale | Anomalie nella formazione delle costole e 
nella segmentazione vertebrale 
















Mutazione del gene del ligando 
Jagged-1 e del gene per Notch-2 


Mutazione dei geni Notch riguar- 
danti domini PEST e della etero-di- 
merizzazione 









| Mutazione del gene per un ligando 
Delta e del gene per la glicosilazio- 
ne di Notch (Fringe) 


Valvulopatia aortica con- | Anomalia della valvola aortica bicuspide e | Mutazione del gene per Notch-1 
genita calcificazione valvolare 

Cardiomiopatia dilatativa | Cardiomiopatia dilatativa e scompenso Mutazione dei geni per la presenili- | 
‘congenita cardiaco na | 


"Il nome Wnt (si pronuncia “wint”) è la combinazione di “Wingless” e “Int 1” . Wingless è il gene mutato che nella Drosophila me- 
lanogaster provoca profonde alterazioni alle ali, e Int 1 è il gene (oncogene) che, nel topo, può portare al carcinoma mammario. 
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trasduzione di segnali. Nell’uomo sono presenti 19 
diversi ligandi Wnt, tutti di natura fortemente idro- 
fobica e con struttura cristallina ancora non defini- 
ta. Essi possono agire in forma monomerica o oli- 
gomerica. I recettori dei ligandi Wnt sono di tue ti- 
pi: (a) recettori (detti Fyizz/ed) a 7 segmenti a-eli- 
cizzati intramembrana con un dominio ricco di ci- 
steina (CRD, “Cystein Rich Domain”) che lega il li- 
gante Wnt, e un dominio intracellulare che si lega 
alla proteina adattatrice “Dishevelled”; e (b) recet- 
tori ad attività tirosino-chinasica (RTK) con un’uni- 
ca porzione a-elicizzata intramembrana. Nell'uomo 
sono presenti 20 diversi recettori Frizzled. Il mec- 
canismo di azione di ligandi Wnt meglio noto è 
quello mediato da recettori Frizzled. Esso porta al- 
l’innesco della trascrizione di geni “Wnt” col siste- 
ma B-catenina/TCF (“T Cell Factor”) (Fig. 21.31). 
In assenza di ligandi Wnt, la }-catenina presente nel 
citosol si associa ad un complesso proteico APC 
(‘“Adenomatous Polyposis Coli”)/axina/glicogeno 
sintetasi chinasi 3b (Gsk 3b)/caseina chinasi I 
(CKI), detto anche “complesso distruttivo”. Questo 
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complesso fosforila la B-catenina rendendola dispo- 
nibile alla poli-ubiquitinazione, e, quindi, alla azio- 
ne proteolitica del proteasoma. In queste condizioni 
alcuni geni promotori sono mantenuti in stato inat- 
tivo dall’associazione con 1 repressori TCF e LE, 
In presenza di Wnt il recettore Frizzled si attiva pro- 
vocando una modificazione conformazionale della 
proteina Dishevelled che, a sua volta, scompone il 
“complesso distruttivo”, e facilita l’associazione di 
Frizzled con la LRP, proteina trans-membrana cor- 
relata al recettore per le LDL (‘“LRP, low density li- 
poprotein Related Protein”), la quale viene fosfori- 
lata da parte della CKI. In questo nuovo assetto mo- 
lecolare il “complesso distruttivo” non può ricom- 
porsi: pertanto la B-catenina integra passa dal cito- 
sol al nucleo, dove si lega ai repressori TCF/LEF, 
che si trasformano in attivatori e danno il via all’e- 
spressione dei geni di competenza Wnt. 

Altri ligandi Wnt utilizzano pure recettori 
Frizzled associati ai Dishevelled orientando però la 
trasduzione verso il sistema GTP-asi (Rho, Rac) e 
chinasi JNK, o verso la liberazione di Ca?* nel cito- 
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Figura 21.31 Rappresentazione schematica del meccanismo attraverso il quale un ligando Wnt, 
attraverso il prprio recettore (‘“Frizzied’) e la proteina adattatrice (‘“Dishevelled”), promuove l’in- 
gresso della B-catenina dal citosol al nucleo. Il successivo legame della B-catenina (B-cat) con i re- 
pressori TCF/LEF porta all'espressione dei geni di competenza Wnt nelle rispettive proteine 
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plasma. Alcuni ligandi Wnt utilizzano recettori a ti- 
rosina-chinasi, quali Ror e Rvk che promuovono 
l’asse trasduzionale che porta rispettivamente a 
INK, o a Src. 

Il sistema di trasduzione di segnali Wnt si collo- 
ca all’interno di una vasta rete di connessioni rego- 
latorie e gioca un ruolo chiave nell’ “orchestrare” i 
diversi comportamenti cellulari che si manifestano 
durante lo sviluppo, particolarmente nelle sue fasi 
più precoci, quali /’embriogenesi. Cruciale sembra 
essere il coinvolgimento dei segnali Wnt nell’orien- 
tare le cellule staminali verso precisi percorsi diffe- 
renziativi, in particolare quello neurale. È pure as- 
sodato che anomalie del sistema Wnt sono coinvol- 
te nella patogenesi di malattie degenerative, e pos- 
sono anche portare a derive tumorali. 


.i. Trasduzione di segnali 
innescati dall’insulina 


Come già riportato l’insulina agisce attraverso il 
suo recettore tirosina-chinasica. L'impatto dell’in- 
sulina sui sistemi di trasduzione di segnali è impo- 
nente (Fig. 21.32). Innanzitutto viene innescata la 
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via SOS-RAS-RAF-MAPKKK e successiva cascata 
chinasica con fosforilazione finale di MAP ed atti- 
vazione di vari fattori di trascrizione. Una seconda 
via è mediata dai fattori /RS-/ e -2 (‘“Insulin recep- 
tor substrate-1 e -2°’) che vengono direttamente fo- 
sforilati dal recettore insulinico. Questi fattori, per 
esprimere la loro azione proteina-chinasica devono 
però associarsi a particolari proteine chaperoniche. 
Il fattore IRS-1P, quando legato alla proteina SYP 
(complesso IRS-IP/SYP), attiva per fosforilazione la 
chinasi MEKK, la quale, a sua volta, attiva per fo- 
sforilazione la chinasi MEK, che partecipa alla atti- 
vazione della chinasi MAPK, convergendo nella via 
trasduzionale della MAP chinasi. Il complesso co- 


stituito dall’IRS-IP e la proteina p85, interagendo 


con il dominio SH2 della subunità regolatoria della 
PI-3K, rende questo enzima attivo. La PI-3K attiva- 
ta porta alla formazione di PI-3,4,5P3 che, a sua 
volta, è cofattore della proteina-chinasi PDK (detta 
appunto PI-3,4,5P3 dipendente). Questa catalizza la 
fosforilazione su resti di serina e treonina della pro- 
teina-chinasi B (PKB), rendendola attiva. Gli effet- 
ti della attivazione della PKB sono molteplici. Tra 
questi particolare rilevanza, come immediato effet- 
to regolatorio a livello citoplasmatico, assume la 
stimolazione della glicogeno sintesi derivante dalla 
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Figura 21.32 Vie trasduzionali utilizzate dall’insulina e mediate dal suo recettore. Correlazione 


con i sistemi mTOR e AMPK 
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fosforilazione (e conseguente inibizione) della gli- 
cogeno sintetasi chinasi. Effetti importanti sono poi 
quelli derivanti dall’attivazione della proteina chi- 
nasi mTOR, che esercita un’azione generale di pro- 
mozione sulla biosintesi proteica. Infatti la PKB-P 
inibisce, per fosforilazione, il complesso TSC1/2 
(‘“Tuberous Sclerosis Complex 1/2”), ad attività an- 
che GTP-asi, provocando l’accumulo e l’esposizio- 
ne del componente Rheb-GTP, il quale interagisce 
con mTOR e la attiva. Infine, un’altra via promossa 
dall’insulina (ancora da definire nei dettagli) consi- 
ste nell’attivazione, recettore mediata, di una PLC 
specifica per i glicano-fosfoinositidi (le ancore 
GPI), la quale libera dal foglietto interno della 
membrana plasmatica un inositolo-fosfato glicano 
(IPG). Questo, agendo analogamente a un messag- 
gero secondario, attiva proteine fosfatasi a 
serina/treonina che, direttamente, o al termine di 
una cascata di de-fosforilazioni, determinano l’as- 
setto enzimatico responsabile della incentivazione 
della sintesi dei trigliceridi nel tessuto adiposo e del 
glicogeno nel fegato, caratterizzato dalla prevalen- 
za di enzimi attivi in forma defosforilata. Ulteriori 
aspetti dell’azione dell’insulina sono esposti nel ca- 
pitolo “Biochimica degli ormoni”. 


Proteine-chinasi acido adenilico 
dipendenti (AMPK) 


Il sistema delle proteine chinasi AMP dipenden- 
ti (AMPK), operativo in pressoché tutte le cellule di 
mammifero, agisce come “sensore” dello stato 
energetico cellulare ed interviene nelle condizioni 
in cui si instaura carenza di ossigeno (per esempio 
ipossia di varia origine) o accresciuto consumo di 
ATP (per esempio contrazione muscolare intensa). 
Le AMPK sono eterotrimeri di tre diverse subunità 
, BP e y e possono essere presenti in 12 diverse 
combinazioni. Lo schema strutturale e alcune carat- 
teristiche molecolari delle diverse subunità sono il- 
lustrati nella Fig. 21.33. Le subunità di tipo & pre- 
sentano, nella porzione N-terminale, il dominio re- 
sponsabile dell'attività chinasica, contenente il sito 
per la fosforilazione (Thr172), e nella porzione più 
C-terminale un dominio impegnato nella interazio- 
ne con le subunità { e Y. Le subunità B contengono 
un dominio legante il glicogeno e, verso l’estremità 
C-terminale un dominio di interazione con le sub- 
unità a e Y. Le subunità y contengono, nella porzio- 
ne più N-terminale, due domini contigui, detti ‘‘do- 
mini Bateman”, entrambi impegnati nel /egame con 








Pd 
Subunità | Massa (xDa) | Amminoacidi Schema strutturale 
(numero) 
Dominio Dominio 
Sito di fosfo- chinasi legante f e y 
rilazione le | 
ot 63 550 N 
o2 62 552 
Dominio legante Dominio 
ENO Voda o ey 
BI 30 270 H,N I - COOH 
B2 30 272 VER 
Dominio Bateman Dominio Bateman 
legante AMP/ATP legante AMP 
yl 38 331 
y2 (lungo) 63 369 
y2 (corto) 38 328 
y3 (lungo) 54 489 
Y3 (corto) 52 464 





Figura 21.33 Schema strutturale e alcune caratteristiche molecolari delle diverse subunità della 


AMPK 
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l'AMP. Di questi due domini quello più centrale 
può legare, o/tre l’AMP anche l’ATP, per quanto 
con una affinità molto inferiore. Entrambi i nucleo- 
tidi agiscono da effettori allosterici delle AMPK: 
l’AMP come effettore attivatorio, l’ATP come effet- 
tore inibitorio. Le AMPK sono a sede principal- 
mente citoplasmatica. 

Il meccanismo di attivazione e regolazione delle 
AMPK è illustrato nello schema sottostante. 


AMPK 
poco attiva 


AMP AMP 






LI AMP/ATP XY 
\ ATP/AMP 


ATP_ AMP 





ATP_ AMP 





AMPK 
fosfatasi 


AMPK 
poco attiva 


AMPK 
inibita 


La fosforilazione sulla Thr172 della subunità & 
è essenziale per esprimere l’attività catalitica. 
L’enzima possiede una debole capacità di auto-fo- 
sforilazione della Thr172, in presenza di AMP. La 
fosforilazione diventa però fisiologicamente effica- 
ce solo per intervento di due differenti proteine-chi- 
nasi (indicate anche come AMPKK), la LKBI, par- 
ticolarmente espressa nel fegato, e la CaMKKy (chi- 
nasi Ca?*-calmodulina dipendente), particolarmen- 
te attiva nel muscolo scheletrico e nel miocardio, ed 
in azione quando si eleva la concentrazione dei 
Ca?* nel citosol. A seguito della fosforilazione pro- 
mossa da AMPKK l’attività della AMPK aumenta 
di centinaia di volte rispetto a quella espressa a se- 
guito della fosforilazione auto-catalitica. La massi- 
ma attività si esprime quando la concentrazione di 
AMP risulta saturante e sostenuta da un elevato 
rapporto AMP/ATP. Inoltre la presenza di AMP le- 
gato alla AMPK fosforilata rende questo complesso 
resistente alle proteine fosfatasi e quindi stabile. In 
risposta alla stimolazione dei processi produttori di 
ATP evocati dalla stessa AMPK, il rapporto 
ATP/AMP gradualmente si eleva e si raggiungono 


concentrazioni di ATP tali da consentirne l’inseri- 
mento su un sito della subunità a, scalzando 1 AMP. 
Conseguentemente si viene ad esercitare /'effetto 
allosterico negativo dell’ATP con inibizione della 
stessa AMPK. Ciò predispone l’enzima all’azione 
della AMPK-fosfatasi che rimuove il fosfato dalla 
Thr172, con completa caduta della attività chinasi- 
ca e ritorno della AMPK allo stato inattivo di par- 
tenza. Sono quindi AMP e ATP, espressioni della 
stato energetico cellulare, a promuovere, regolare e 
interrompere automaticamente l’attività della 
AMPK. Da notare che la metà della V,.a della 
AMPK è raggiunta con la concentrazione di AMP 
0.2 UM, e, invece, /’inibizione completa da ATP si 
raggiunge alla concentrazione del trifosfonucleoti- 
de 4 mM. 

Le condizioni metaboliche presenti a livello cel- 
lulare e tessutale, gli ormoni e altri ligandi extracel- 
lulari, e i farmaci (o sostanze chimiche impiegate in 
sistemi cellulari in vitro), che agiscono come attiva- 
tori o modulatori delle AMPK sono riportate nella 
Tabella 21.VII. 

Sul piano funzionale gli effetti delle AMPK so- 
no il risultato delle fosforilazioni da esse promosse 
a livello dei propri “target”, con attivazione o inat- 
tivazione degli stessi. A seconda che i “target” sia- 
no già presenti (come proteine) nelle cellule, o ne 
venga indotta (o repressa) l’espressione a livello 
trascrizionale/traduzionale gli effetti sono immedia- 
ti (e solitamente di breve durata), o ritardati e dure- 
voli. 


Effetti immediati delle AMPK sul metabolismo 
glicidito e lipidico. La AMPK entra in funzione al- 
le più elevate concentrazioni di AMP, quindi in uno 
stato di forte bisogno energetico. La AMPK fosfo- 
rilata attiva per fosforilazione la fruttosio-6-P-2- 
chinasi favorendo la trasformazione del fruttosio 
1,6-bifosfato in trioso-fosfati, aumentando così il 
flusso glicolitico. Nel contempo, e sempre attraver- 
so la fosforilazione, la AMPK inibisce la glicogeno- 
sintetasi bloccando l’avvio del glucosio al glicoge- 
no. L'effetto della AMPK sul metabolismo lipidico 
è ad ampio spettro. L'’aceti/-CoA carbossilasi (con 
formazione di malonil-CoA) è inibita, e la malonil- 
CoA decarbossilasi è invece attivata, con 11 risulta- 
to che la formazione di malonil-CoA è bloccata. Di 
conseguenza l’ingresso degli acidi grassi nel mito- 
condrio, attraverso il “carrier” carnitinico, è pervio 
e gli acidi grassi, come acil-CoA, sono sottoponibi- 
li alla B-ossidazione. Nel contempo /a sintetasi (ex 
novo) degli acidi grassi viene inibita, come pure la 
glicerolo-3-fosfato aciltransferasi: pertanto la bio- 
sintesi dei trigliceridi è bloccata. /[nibita è pure la li- 
pasi ormono-sensibile, che, comunque, nelle condi- 
zioni di stress energetico che ha portato alla attiva- 
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Tabella 21.VII 


Condizioni metaboliche a livello cellulare e tessutale, ormoni, citochine ed altri ligandi extracellulari, farmaci © 
altre sostanze bioattive, che attivano o modulano il sistema di trasduzione di segnali AMPK dipendente. 

















Ad azione attivante 

e Stress metabolico 

e Shock termico 

e Esercizio muscolare prolungato, 
intenso 

e Digiuno prolungato 

e Stress ossidativo 

e Ischemia 

e lpossia 











e Leptina 

e Adiponectina 
gici 

e Bradichinina 


e Resistina 


da dei tessuti 
e Grelina (+) 






CO 


zione della AMPK, ha già esaurito il proprio com- 
pito. Invece la lipoproteina lipasi, che agisce sul tri- 
gliceridi ematici non è influenzata dalla AMPK e 
può continuare a liberare acidi grassi dalle lipopro- 
teine ematiche. L’AMPK esercita anche azione ini- 
bitoria sulla serina-palmitoil-transferasi, bloccan- 
do così la tappa iniziale della biosintesi degli sfin- 
golipidi, il ceramide in primis. Pure inibita è /a 
HMG-CoA reduttasi interrompendosi così la via di 
biosintesi degli steroli e isoprenoidi. Il blocco della 
biosintesi degli acidi grassi e degli steroidi annulla 
anche il fabbisogno di NADPH, con spegnimento 
del flusso di glucosio attraverso la “Shunt” del glu- 
cosio-6-fosfato. In pratica tutto il glucosio e gli aci- 
di grassi disponibili sono impiegati a produrre 
NADH e FAD (FMN)H; per alimentare la catena 
respiratoria e consentire la produzione di ATP. 
Altri effetti della AMPK di immediata espressio- 
ne sono l’attivazione della NO sintetasi (sNOS) par- 
ticolarmente a livello endoteliare, la fras/ocazione 
del “carrier” del glucosio GLUTA4 dal citoplasma al- 
la membrana plasmatica e la modulazione in senso 
negativo di canali ionici quali il canale del CF ATP 
dipendente e il canale di Na' voltaggio-dipendente. 


Effetti della AMP-K sulla trascrizione e tradu- 
zione genica. L’AMPK esercita un’ampia azione 
regolatoria (attivatoria o inibitoria) in modo diretto 
o mediato su fattori di trascrizione e traduzione ge- 


Ad azione attivante 







e Agonisti dei recettori a- e B-adrener- 


e Fattore neutrofico ciliare (CNTF) 
e Fattore attivante le piastrine 


e Proteina "Agauti related" 
Ad azione inibente 


e insulina (solo a livello ipotalamico) 
Ad azione attivante o inibente a secon- 


e Cannabinoidi (+) 
(+) Entrambi attivanti nell'ipotalamo e nel cuore, inibenti nel fegato e nel tessuto adiposo, ininfluenti nel muscolo scheletri- 


(*) Questi composti sono impiegati solo in studi su cellule in vitro e, in qualche caso, in sperimentazioni su animali. 





i 


Ad azione attivante 
e Biguanidi 

e Tiazolidinedioni 

e Dinitrofenolo (*) 

e Oligomicina (*) 

e Arsenito (*) 

e Antimicina (*) 




























nica sia interni sia esterni cui conseguono innesco 0 
blocco della sintesi di proteine. Si citano alcuni 
esempi di questi effetti dove non sempre sono noti 
gli agenti intermedi che, a seguito della fosforila- 
zione catalizzata dalla AMPK, mediano l’azione fra 
AMPK e il “target” finale: 

(a) Fattore nucleare epatocitario 4a, che viene 
inattivato conferendosi così minore stabilità 
all’RNA messaggero; (b) Coattivatore trascriziona- 
le p3()0), che viene inattivato, e quindi impedito ad 
interagire, a scopo attivatorio, con altri fattori tra- 
scrizionali; (c) Proteine HuR leganti l'mRNA che 
perdono la capacità di stabilizzare alcune specie di 
mRNA; (d) Fattore di trascrizione ChREBP 
(‘“Carbohvdrate response element binding 
protein) di cui viene ridotta la capacità di legarsi 
al DNA; (e) Fattore di trascrizione NRF-1 di cui è 
facilitato il legame al DNA con stimolazione della 
biosintesi di proteine mitocondriali; (f) /nibizione di 


fattori trascrizionali addetti alla espressione della 


glucosio-6-P-fosfatasi e fosfo-enol-piruvato car 
bossichinasi, enzimi chiave della gluconeogenesi, 
che viene così repressa; (g) inibizione dei fattori 
trascrizionali coinvolti nella espressione dell'IRS-] 
con conseguente interferenza con il sistema di tra- 
sduzione di segnali innescato dall’insulina. La logi» 
ca che sottende queste azioni è sempre correlata con 
il metabolismo energetico e si impernia su: (a) ridu 
zione globale della biosintesi proteica (il processo 
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metabolico di più elevato costo energetico); (b) sti- 
molo alla produzione di ATP anche con aumento dei 
mitocondri. 

Sono note patologie dovute a delezione o muta- 
zione di geni del sistema AMPK. Si tratta della sin- 
drome di Wolff-Parkinson-White, dovuta a mutazio- 
ne del gene per la subunità 2 della AMPK, caratte- 
rizzata da accumulo di glicogeno nel cuore con 
ipertrofia e scompenso cardiaco, e la sindrome di 
Peutz-Jeghens dovuta a delezione del gene per la 
LKBI1 (AMPKK), con abnorme sviluppo dei tessu- 
ti e accresciuto rischio di insorgenza di tumori. 


Proteina chinasi mTOR 


La chinasi mTOR (acronimo di “mammalian 
Target Of Rapamycin”, un potente agente antiproli- 
ferativo) è una proteina chinasi a serina/treonina 
che regola la crescita, la motilità e la sopravvivenza 
delle cellule, operando sui processi di avvio e svol- 
gimento della biosintesi proteica. È attivata dall’in- 
sulina e altri ormoni e risente dell’azione di nutrien- 
ti assumendo così un ruolo rilevante nella regola- 
zione del bilancio energetico e del peso corporeo. 

La mTOR è un polipeptide di circa 280 kDa, co- 
stituito da 2549 amminoacidi. Comprende diversi 
domini strutturali ben conservati, illustrati nello 
schema sottostante. 


mTOR 


Chinasi 


Rapamicina FAT:C 





H,N 


FRB__ NRD 


La porzione N-terminale, impegnata nella inte- 
razione con altre proteine chaperoniche, contiene 
venti domini ripetitivi HEATs(da “Huntington EF3, 
subunità A della proteina PP2A e TORI”), ciascu- 
no formato da — 40 amminoacidi @-elicizzati. 
Fanno seguito: (a) un’ampia porzione centrale FAT 
(“domini Frap, ATM, e TRAP PIKK-like”); (b) un 
dominio FRB (“EKBP12-Rapamycin Binding do- 
main”) sul quale agisce come inibitore la rapamici- 
na; (c) il dominio fosforilabile responsabile dell'at- 
tività chinasica; (d) un piccolo dominio a funzione 
regolatoria negativa NRD (“Negative Regulation 
Domain”); ed infine (e) un piccolo dominio C-ter- 
minale FAT-C, pure a funzione regolatoria. Il domi- 
nio ad attività chinasica è strutturalmente simile a 
quello delle fosfatidilinositolo-3 chinasi (PI3-K). 

La mTOR agisce come subunità catalitica di 
complessi in cui altre subunità fungono da adattato- 
ri fra mTOR e 1 propri substrati. Sono noti due com- 
plessi, TORC1 e TORC2 (in cui “C” indica com- 


plesso). Il TORCI contiene la proteina 
mLST8/GBL, di 36 kDa, la cui funzione è di rende- 
re il complesso sensibile a nutrienti (amminoacidi, 
e forse glucosio e acidi grassi liberi) e di stabilizza- 
re l’interazione fra mTOR e la proteina Raptor 
(“Regulatory Associated Protein of TOR”), di 150 
kDa, che attraverso un proprio dominio amminoaci- 
dico, riconosce i substrati di mTOR e li rende di- 
sponibili al sito catalitico della chinasi. Il TORC2 è 
simile al TORCI ma contiene, al posto di Raptor, la 
proteina adattatrice Ricfor, ed, in più, una ulteriore 
componente proteica che consente l’interazione con 
le chinasi attivate da stress. L’'mTORC2 è coinvol- 
to nell’interazione fra il sistema mTOR e il sistema 
Akt (PKB). Il complesso TORC2 è insensibile, o 
poco sensibile, alla rapamicina. Sia mLST8/GBL 
sia Raptor e Rictor interagiscono con il dominio ca- 
talitico di mTOR. 





Attivazione, controllo ed effetti della mTOR. Lo 
stato di attività della mTOR (come complesso 
TORC) dipende innanzitutto dalla interazione con il 
complesso 7SC 12 (“Tuberous  Sclerosis 
Complex") proteina chinasi con associata azione 
GTPasica (RAeb GTPasi) (vedi Fig. 21.34). Il com- 
plesso TSC 1/2 è attivato per fosforilazione da parte 
della AMPK, e a sua volta attiva la propria compo- 
nente Rheb GTPasi che si trasforma in Rheb-GDP. 
La Rheb GDP inibisce mTOR. Al contrario la PKB 
(Akt) inattiva per fosforilazione la Rheb GTPasi che 
pertanto rimane nella forma Rheb GTP. // comples- 
so TSC con Rheb GTP bloccata, attiva per fosforila- 
zione mTOR. L'attività di mTOR è però dipendente 
anche dalla concentrazione intracellulare di ATP e 
di amminoacidi, soprattutto quelli a catena ramifica- 
ta, in particolare la leucina., In carenza di nutrienti e 
quindi a basse concentrazioni di amminoacidi, il 
complesso TORC, anche se con Rheb-GTYP, è troppo 
compatto perché mTOR possa efficacemente legare 
GTP e quindi rimane inattivo: l’attivazione diventa 
operativa quando la concentrazione di amminoacidi 
è sufficientemente elevata. L’azione svolta dagli am- 
minoacidi è verosimilmente di tipo allosterico. 
Anche l’ATP esercita azione attivante quando rag- 
giunge certe concentrazioni. Pertanto l’assetto meta- 
bolico cellulare governa lo stato funzionale di 
mTOR: in presenza di nutrienti, e quindi con un me- 
tabolismo florido, alte concentrazioni di ATP, e di- 
sponibilità di amminoacidi mTOR esprime piena at- 
tività. E questa la condizione che si ha, per esempio 
dopo un pasto e sotto azione dell’insulina, laddove 
si realizza un asse funzionale sinergistico fra l’or- 
mone e mTOR. Peraltro nella stessa condizione le 
elevate concentrazioni di ATP inibiscono la AMPK. 
Al contrario, lontano dai pasti o in condizioni di 
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Innesco della traduzione 
Allungamento della catena 


Associazione 
di vari fattori (*) 








Glucosio — > Glicogeno S6e-——> S6p elF4B— elF4B® 
insulina GLUT-4 > GSK-3 4E-BP® + elF4E 
E +_—_ SK 
IRS-1 4E-BP-elF4E 
MTOR ® attivo 
PI3-K ®© | O Amminoacidi 
| ATP —>»|« (leucina) 
PDK Rheb-GDP Rheb-GTP A D 


PKB(AkLtj ——-+; ]TSC-1/2 
«@ AMP 
AMP-K 


mTOR inattivo 


= 


Figura 21.34 Attivazione, regolazione ed effetti della mTOR, e sua connessione funzionale con l’in- 


sulina e la AMPK 


(*) Ribosoma - subunità 40S, mRNA, elF3, elF4G, elF4R, elF4A, elF4B, S6®. elf: “eucaryotic initiation Factor” 


stress energetico, l’abbassamento del rapporto 
ATP/AMP e la ridotta secrezione di insulina rendo- 
no mTOR inattiva. 

Gli effetti della attivazione di mTOR sono am- 
pli. mTOR attiva per fosforilazione diverse chinasi 
tra cul la S6K che ha diversi “target” (Fig. 21.34). 
Un altro “target” è costituito dalla glicogeno sinte- 
tasi chinasi (GSK-3), che viene inibita dalla fosfo- 
rilazione. Conseguentemente la glicogeno sintetasi, 
che è attiva nelle forma defosforilata può promuo- 
vere la sintresi di glicogeno. Altri importanti “tar- 
get” della S6K sono la proteina ribosomale S6 e il 
fattore di allungamento della catena peptidica 
elF4B, che vengono fosforilati. Sia S6-P che 
e4IF4B-P partecipano alla formazione del comples- 
so polifunzionale che da inizio al processo di tradu- 
zione dell’informazione genica in proteine e all’al- 
lungamento della catena polipeptidica. Questo 
complesso è costituito dalla subunità 40S del ribo- 
soma, da mRNA e dai fattori di inizio e di allunga- 
mento elF3, elF4G, eIF4A, elF4B-P e S6-P. mTOR 
promuove anche la poli-fosforilazione della protei- 
na 4EBP. Questa proteina, ipo-fosforilata, si associa 
al fattore di allungamento elF4E, impedendogli di 
partecipare alla formazione del complesso poli-fun- 
zionale di cui sopra. L’iper-fosforilazione della 
4EBP, secondata da mTOR ne consente il distacco 
dal fattore eIF4E che può quindi inserirsi nel com- 
plesso poli-funzionale (Fig. 21.34). 

A differenza di altre proteine-chinasi che indu- 


cono l’espressione di singole proteine mTOR faci- 
lita la predisposizione di un apparato traduzionale 
funzionante in cui tutti i componenti, ribosoma, 
RNA messaggero e fattori di inizio, allungamento e 
terminazione, sono presenti con possibilità di sinte- 
tizzare molte proteine. E probabilmente attraverso 
mTOR che, per esempio, l’insulina riesce a gover- 
nare una così ampia espressione di proteine struttu- 
rali e metaboliche. 


I.l. Particolari aspetti molecolari 
della trasduzione di segnali 


Nell’intreccio delle differenti vie trasduzionali 
di segnali si possono riconoscere alcuni aspetti mo- 
lecolari analogici. Il primo aspetto è costituito dal- 
l'enorme rilievo dei processi di attivazione/disatti- 
vazione di enzimi come conseguenza di fosforila- 
zione/de-fosforilazione. Attraverso questo meccani- 
smo sia l’innesco sia l’interruzione del processo so- 
no pronti ed efficaci. Le proteine-chinasi e le pro- 
teine-fosfatasi svolgono quindi un ruolo chiave in 
questi fenomeni. Le proteine-chinasi a funzione re- 
cettoriali, legate alla membrana plasmatica, hanno 
azione fosforilante sulla tirosina e, in taluni casi, 
sulle serina/treonina. Sulla membrana plasmatica 
sono anche presenti proteine-fosfatasi, a funzione 
recettoriale, attive su resti di tirosina fosforilata, 
Nel citosol, come pure nel nucleo, sono presenti 
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Figura 21.35 Struttura schematica di alcune proteine chinasi e proteine fosfatasi legate alla mem- 
brana plasmatica o presenti nel citosol. 


Cieli pd n A aria gna “gel SS SE e Serie i i D des e 
Le lunghezze dei nastri sono proporzionali alle lunghezze delle corrispondenti catene polipeptidiche. Nel citosol, co- 
me pure nella membrana plasmatica, sono anche presenti tirosina (Tyr) proteine fosfatasi. 


proteine-chinasi e proteine-fosfatasi agenti su resti di membrana riportate in questa figura sono tutti re- 
di tirosina o di serina/treonina Lo schema struttura-  cettori di fattori di crescita, nella Tabella 21.VIII so- 
le di alcune proteine tirosina chinasi o fosfatasi è il- no elencati i fattori di crescita meglio conosciuti, 
lustrato nella Fig. 21.35. Poiché le proteine chinasi tutti a struttura nota. 
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Tabella 21.VIII 


I Principali fattori di crescita noti. 
i 
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Ghiandola sottomascellare murina; | Cellule epidermiche; fibroblasti 


urina umana 


Fattore di crescita epidermico 


(EGF) 


Fattore di crescita trasformante a | Cellule di topo, ratto, umane e di 
(TGFa) retrovirus 


| ì 
Fattore di crescita trasformante B.| Molti organi; e trasformante Fibroblasti 
(TGFB) 
Fattore di crescita piastrinico Piastrine umane Miociti arteriosi 
(PDGF) (*) 


Fattore di crescita dei fibroblasti Cervello e altri organi bovini Cellule mesenchimali della cresta 
| basico (bFGF) (**) neurale 


Fattore di crescita dei fibroblasti Cervello e retina bovina Cellule mesenchimali e della cre- 
acido (aFGF) (+) sta neurale 





Fibroblasti 


Insulina Cellule B delle isole del Langerhans | Tessuti in generale (fegato, musco- 
lo, etc.) 
Fattore di crescita simile all’insulina | Plasma umano Fegato, cartilagine, tessuto adipo- 


| (IGF-I), o somatomedina C so, fibroblasti 


i Fattore di crescita simile all’insulina | Plasma umano Fegato, cartilagine, tessuto adipo- 
Il (IGF-II), o somatomedina A so, muscolo, fibroblasti 


Fattore di crescita nervoso (NGF) | Ghiandola sottomascellare e altri | Sistema nervoso simpatico 
organi murini 





Proteina morfogenetica dell'osso | Osso bovino Cellule mesenchimali 
(BMP) 


Eritropoietina Urine Eritroblasti 
i Fattore stimolante le colonie di Polmone murino Granulociti, macrofagi 
| granulociti e macrofagi (GM-CSF) 
P 
Fattore stimolante le colonie di Polmone murino Granulociti 
granulociti (G-CSF) 


| Fattore stimolante le colonie multi | Cellule leucemiche Granulociti, macrofagi, cellule eri- 
potenti (multi-CSF) troidi, mast-cellule, megacariociti, 
eosinofili, stem cells 


| Interleuchina 1 (IL-1) Macrofagi attivati Linfociti T e B, fibroblasti sinoviali 


A 












Interleuchina 2 (IL-2) Linfociti T 
|Faltore di crescita dei vasi (VEGF) | Vasi di vari animali Endotelio vasale 


Fattore di crescita dei cheratinociti | Pelle di vari animali Tessuto cutaneo 
(KGF) 


*Anche conosciuto come Fattore di crescita di origine osteosarcomatosa, Fattore di crescita di origine glio- 
matosa, Fattore di crescita di origine fibroblastica, Proteina trasformante del Virus del sarcoma delle scimmie. 
**Anche conosciuto come Fattore di crescita | di origine oculare, Fattore di crescita di origine fibroblastica, 
Fattore di crescita Il di origine endoteliare, Fattore di crescita angiogenico, Fattore di crescita dei macrofagi. 
*Anche conosciuto come Fattore di crescita di origine retinica, Fattore di crescita di origine oculare Il, Fattore 
di crescita endoteliare | e Il. 
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Un secondo aspetto è la presenza nelle proteine 
coinvolte nei processi trasduzionali di uno © più 
‘moduli’ polipeptidici uguali nelle diverse protei- 
ne, che consentono interazioni specifiche proteina- 
proteina o proteina-fosfolipide. I principali moduli 
peptidici sono: (a) modulo SH2 (‘“Src Homology 
type? "), che riconpsce resti di tirosina fosforilata: 
(b) modulo SH3 (‘“Src Homology type 3”) che rico- 
nosce porzioni peptidiche ricche di prolina (-Pro.X- 
X-Pro); (c) modulo PTB (“PhosphoTyrosine bin- 
ding”’) che pure riconosce resti di tirosina fosforila- 
ta; (d) modulo PH (‘‘Pleckstrin Homology”) che ri- 
conosce resti di fosfoinositidi inseriti sulla faccia 
citoplasmatica delle membrane. Questi moduli pos- 
sono essere presenti in proteine ad attività chinasi- 
ca, fosfatasica e fosfolipasica, o in proteine adatta- 
trici (chaperon) che servono a connettere fra di loro 
proteine enzimaticamente attive. La stessa proteina 
può contenere più di un modulo. 

I moduli presenti in alcune proteine coinvolte in 
processi trasduzionali sono qui di seguito presenta- 
ti in forma schematica: 


Src 
PLC-y 
SH-PTB2 
GAP 
PI-3K 
Grb2 
Shc 
IRS-1 
STAT 





& « £ £x £ £ 2 2 = 


Sempre schematicamente sono indicati i princi- 
pali siti di interazione fra il dominio SH2 della chi- 
nasi Src e una breve sequenza amminoacidica di 
una proteina partner. 





Pea A 


Glu X— 





Glu 





—Tyr 


Si osservi il legame ionico tra il fosfato legato 
alla tirosina e un amminoacido basico del partner o 
quello idrofobico fra il resto di soleucina e un ana- 
logo resto idrofobico dello stesso partner. 

La Fig. 21.36 riporta schematicamente la moda- 





lità con la quale uno stimolo derivante dal legame 
fra un ligando esterno ed il proprio recettore, porta 
alla produzione di un segnale intracellulare attra- 
verso interazioni proteina-proteina mediata da mo- 
duli di riconoscimento. Da notare che la presenza di 
questi moduli, come pure di ancore idrofobiche aci- 
liche o poliprenoidi (questo è il caso delle proteine 
G associate alla membrana) può consentire l’avvici- 
namento o l’incuneamento nelle membrane di pro- 
teine originariamente citosolubili. Un ulteriore 
aspetto caratteristico dei sistemi di trasduzione di 
segnali è il ruolo delle proteine G, leganti 
GTP/GDP ed esercitanti attività GTP-asica, come 
efficaci strumenti molecolari di innesco e di interru- 
zione di processi attivatori. 

Le diverse vie di trasduzione di segnali costitui- 
scono un sistema regolatorio di notevole complessi- 
tà. I diversi sistemi di recezione di ligandi esterni 
non sono presenti in tutte le cellule come pure non 
tutte le cellule possono esprimere tutte le vie trasdu- 
zionali. Inoltre, anche nella possibilità che la cellu- 
la disponga di diverse vie trasduzionali non è detto 
che tutte le vie siano operative contemporaneamen- 
te. Qualora più via trasduzionali siano simultanea- 
mente attive è difficile che tutte decorrano paralle- 
lamente e autonomamente: ci sono possibilità di de- 
corsi indipendenti, di sinergismi (“crosstalks”), e di 
reciproche inibizioni. Non sarebbe poi per nulla 
sorprendente che nuove vie trasduzionali vengano 
scoperte, rendendo ancora più complesso lo scena- 
rio. 

L'enorme importanza dell’impianto trasduziona- 
le nella comprensione dei meccanismi patogenetici 
e nella elaborazione di nuove strategie terapeutiche 
è del tutto evidente. 


IT. IL CICLO CELLULARE 


La crescita e la proliferazione cellulare sono 
processi fra di loro coordinati che si svolgono in 
modo ciclico con una temporalizzazione accurata- 
mente controllata. Due fasi fondamentali caratteriz- 
zano il ciclo cellulare (Fig. 21.37): (a) la fase della 
crescita cellulare e della sintesi del DNA, detta fase 
S (‘synthesis’), nel corso della quale, oltre a dupli- 
care il DNA, la cellula si approvvigiona di proteine; 
e (b) /a fase della mitosi, detta fase M, nella quale 
la cellula compie le varie tappe del processo mitoti- 
co fino alla citochinesi con separazione delle due 
cellule figlie. Le fasi S e M sono separate da due fa- 
si o intervalli (“gaps”), dette G; e G;. la fase G,, 
che precede la fase S, è caratterizzata da crescita ed 
attività metaboliche intense, ed è la parte più lunga 
del ciclo; la fase G, molto più breve e che precede 
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Figura 21.36 Rappresentazione schematica delle modalità con cui uno stimolo (ligando) esterno, 
legandosi al proprio recettore, porta alla produzione di segnali intracellulari attraverso interazio- 
ni fra diverse proteine (enzimi chinasici, proteine adattatrici), mediate da moduli polipeptidici di 
riconoscimento. PI-P, fosfatidilinositolo-fosfato 
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la fase M, è caratterizzata ancora da una condizione 
di crescita e dalla preparazione della divisione cel- 
lulare. In una rappresentazione “ad orologio” del ci- 
clo cellulare (Fig. 21.37) si procede in senso de- 
strorso: Gj > S > G; +4 M. AI termine della fase 
M, le cellule figlie possono andare incontro ad un 
nuovo ciclo riproduttivo (cioè entrare nella fase G}) 
oppure adottare una condizione di quiescenza ripro- 
duttiva, detta /ase G, per proseguire verso il diffe- 
renziamento o andare incontro ad apoptosi.Anche 
nella fase Gy le cellule possono esprimere un inten- 
so metabolismo ed addirittura crescere ponderal- 
mente (per esempio le cellule muscolari durante un 
esercizio intenso e continuativo), ma non procedo- 
no alla duplicazione del DNA. 

La durata del ciclo cellulare nelle cellule euca- 
riote può variare da 8-10 ore (è il caso delle cellule 
intestinali e dell’epidermide) fino a centinaia di 
giorni. Una volta però che la decisione è presa di 
entrare nella fase G, e sono forniti gli opportuni 
“via libera” lungo il percorso da parte di fattori pro- 
teici ad hoc (“RLF replication licensing factors”), 
si giunge alla divisione cellulare. Durante il percor- 
so del ciclo sono comunque effettuati controlli da 
parte di fattori “check point”: per esempio in caso 
di riscontro di anomalie (imperfetta sintesi di DNA, 
incompletezza di riparo del DNA, ecc.) la cellula è 
espulsa dal ciclo ed avviata all’apoptosi. Fra questi 
controlli quello più rigoroso è il rispetto che la sin- 
tesi del DNA non vada oltre la semplice replicazio- 
ne. I processi operativi lungo i quali si svolge il ci- 
clo cellulare, sono: la duplicazione del RNA, la tra- 
scrizione di geni nei corrispondenti mRNA primari 
con produzione di proteine, la divisione cellulare 
per i quali si rimanda ai capitoli “Biosintesi 
dell'RNA”, “Biosintesi del DNA”, e alla parte I del 
presente capitolo. 


Cicline, cicline-chinasi, 
cicline-chinasi-chinasi e 
cicline-chinasi-fosfatasi 


Il.a. 


Le cicline (“C”) sono proteine globulari ad alto 
grado di a.-elicizzazione, implicate nelle varie fasi 
del ciclo cellulare. Esse vengono biosintetizzate du- 
rante una fase precoce del ciclo cellulare e degrada- 
te in una fase successiva. La loro funzione è di as- 
sociarsi (unità regolatorie) alle chinasi ciclina di- 
pendenti (CdK), consentendone l’attivazione per 
fosforilazione da parte di una CdK chinasi (“CAK”, 
‘“CdK-Activating Kinase”). Sono state descritte ot- 
to famiglie di cicline, dalle cicline A alle cicline H. 
Tutte hanno una regione comune attiva costituita da 


circa 100 amminoacidi collocati verso l’estremità 
C-terminale: questa regione si chiama “cyelin box”. 
Ciascuna ciclina ha la sua CdK più o meno specifi- 
ca, una CAK (ciclina-CdK chinasi) che la attiva, e 
una CX/ (ciclina- CdK-inibitore) che la inibisce. Il 
meccanismo di attivazione/inattivazione delle chi- 
nasi-ciclina dipendenti è il seguente, con riferimen- 
to alla ciclina A-CdK]1, che è la ciclina-chinasi me- 
glio conosciuta: /a fosforilazione da parte della 
CAK del resto di treonina in 160 (o 161 nella forma 
umana) provoca attivazione, mentre la fosforilazio- 
ne di altri resti di treonina o tirosina rendono il 
complesso inattivo (Fig. 21.38). Pertanto la CAK 
può attivare, ma anche inattivare. La riattivazione 
può avvenire ad opera di proteine fosfatasi specifi- 
che (Cde 25) che rimuovono i resti fosforici in que- 
ste ultime posizioni. Pertanto la ciclina A-CdK1 
può essere resa attiva ad opera o della CAK o delle 
fosfatasi Cdc25. Al contrario l’inattivazione della 
ciclina A-CdK.1 fosforilata può essere effettuata per 
azione di altre proteine fosfatasi specifiche che 
staccano il resto fosforico sulla treonina-160, o per 
intervento di inibitori della ciclina A-CdK1 
(CdK11), o per dissociazione della ciclina A dal 
complesso ciclina A-CdK1. La CdK.II si lega ad en- 
trambe le unità del complesso ciclina A-CdK1, mo- 
dificandone inibitoriamente il sito catalitico. Il di- 
scorso può applicarsi, nelle sue generalità, anche al- 
le altre chinasi-ciclino dipendenti. È da osservare 
che le fosfatasi Cdc25 sono attive in forma fosfori- 
lata (sulla serina in 216). La fosforilazione è pro- 
mossa dal complesso ciclina B/CdK1: ciò evidenzia 
la possibilità di interazioni funzionali tra le diverse 
cicline. Le fosfatasi Cdc25 fosforilate sono rese 
inattive dalla interazione con le proteine 14-3-3. Le 
cicline chinasi, nella forma attiva, possono a loro 
volta attivare, sempre per fosforilazione, fattori nu- 
cleari di trascrizione e promuovere così la biosinte- 
s1 proteica. 


Il.b. Controllo del ciclo cellulare e 
della progressione tra una 
fase e l’altra 


Fra i substrati delle ciclina-chinasi attive figura- 
no importanti fattori di trascrizione quali gli £2/ /a 
proteina del retinoblastoma pRB e la proteina p53 
(le due ultime agiscono da repressori). L’E2F si le- 
ga al CDE (“cell cvcle regulated DNA elements”), 
e regola, fra l’altro, l’espressione dei geni di alcune 
cicline, la cui sintesi inizia nella fase Gj del ciclo. 
Un primo livello di controllo del ciclo cellulare è 
proprio sull’E2F: alla comparsa di E2F corrisponde 
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Figura 21.38 Rappresentazione schematica dei processi di attivazione e inattivazione dei com- 


plessi ciclina-ciclina chinasi (CdK) 


Si fa riferimento al complesso ciclina A-CdK1. È pure indicata l'interazione ciclina A/ciclina B. 


uno stimolo alla formazione di cicline. D'altra par- 
te quando la ciclina A-CdK1 compare e viene atti- 
vata dalla CAK, essa fosforila la subunità regolato- 
ria DPj dell’E2F rendendo quest’ultimo fattore me- 
no adatto ad interagire con i CDE. Di conseguenza 
il processo di trascrizione dei geni E2F-dipendenti, 
tra cui quelli di alcune cicline, si blocca e le cicline 
interessate non vengono più sintetizzate. Ciò costi- 
tuisce una modalità di “temporalizzazione” della vi- 
ta e dell’azione delle cicline implicate. Un esempio 
di controllo positivo e negativo di una transizione 
fra le fasi del ciclo, in particolare la fase Gj —> S, è 
illustrato nella Fig. 21.39. Fattori esterni, quali vari 
fattori di crescita, promuovono l’espressione dei 
geni per le cicline D. La ciclina DI neoformata si 
combina con la chinasi CdK4, ed il complesso risul- 
tante, ciclina D1-CdK4, viene attivato da CAK su 
un resto di treonina, e a sua volta fosforila la protei- 
na pRB (o ps3), rimuovendone l’azione inibitoria 
sul complesso trascrizionale pRB-E2F. Questo 
complesso, reso così attivo, promuove la trascrizio- 
ne di geni per proteine che consentono la transizio- 
ne Gj > S. AI contrario, fattori esterni quali il 
TGF-p (‘“Trasforming Growth Factor-B”’) o interni, 
originati dal riconoscimento di danni al DNA da re- 
plicare, portano all’espressione del gene per l’inibi- 


tore delle CdK P27-K1P-1 (“kinase inhibiting pro- 
tein-1 con massa molecolare di 27 KDa"). 
Conseguentemente la ciclina A-CdK.1 si inattiva, la 
proteina pRB non viene più fosforilata ed il com- 
plesso pRB/E2F (cui sono associate le proteine re- 
golatorie p107 e p130) blocca la CDE e l’espressio- 
ne dei geni regolati da E2F. In questa condizione la 
progressione G, — S è arrestata. 

Le cicline di tipo D, complessate alle corrispon- 
denti CdK4/6, controllano la fase G) del ciclo cel- 
lulare nelle cellule di mammifero e promuovono la 
transizione tra fase G; e fase S. Ciascuno di questi 
complessi ha il proprio inibitore, e risponde al se- 
gnale promosso da un differente fattore di crescita. 
La ciclina E-CdK inizia la propria attività nella fa- 
se G,, controlla il ciclo nella fase S, e predispone al- 
l’entrata nella fase G>. La ciclina A-CdKI1 ha azio- 
ne su particolari fattori di trascrizione nelle fasi pre- 
cedenti e controlla i processi di trascrizione nella 
fase S. La ciclina H-CdK7 promuove la trascrizio- 
ne nella fase S attivando direttamente, per fosforila- 
zione, la RNA polimerasi II. La ciclina B-CdK1 
agisce nella fase M controllando l’espressione di 
proteine richieste per la costituzione del fuso mito- 
tico e la riorganizzazione del citoscheletro. 

Un fattore addizionale di notevole rilevanza nel 
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Figura 21.39 Schema esemplificante un meccanismo molecolare di controllo positivo o negativo 
(blocco) della transizione dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare 





controllo del ciclo cellulare è l’eliminazione delle 
cicline e di vari fattori di trascrizione per proteoli- 
si. La proteolisi si svolge in due momenti: l’aggan- 
cio della proteine da rimuovere all’ubiquitina e 
l’avvio del complesso ubiquinato al proteasoma 
26S, particella multicatalitica e ad unità multiple, 
entro la quale avviene la digestione proteolitica. 


Correlazione fra ciclo 


cellulare e duplicazione del 
DNA 


Il.c. 


Nelle cellule eucariote la duplicazione del DNA 


avviene contemporaneamente in differenti punti 
(anche centinaia) del cromosoma, detti replicatori. 
In ogni punto di replicazione è presente un com- 
plesso funzionale (replicon), che si viene a costitui- 
re in stretta correlazione con il ciclo cellulare (Fig. 
21.40). L’unità di base ORC (“Origin Recognition 
Complex”) è una proteina eteromerica che si lega al 
replicatore, in prossimità del DNA, molto precoce- 
mente nella fase G;. Nel corso di questa fase 
all’ORC si uniscono la proteina attivante la repli- 
cazione Cdc6p e i fattori di consenso alla replica- 
zione RLF, (“Replication Licensing Factors”). Di 
questi l’RLF-B, di origine citosolica, si unisce 
all’ORC all’inizio della fase Gj e I’ RLF-M (che è 
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Figura 21.40 Modello schematico dell’innesco del processo di duplicazione del DNA in correlazio- 
ne con le fasi del ciclo cellulare. Per le sigle si veda il testo 


un eteropolimero di proteine MCM, ‘“Mini- 
Chromosome Maintenance proteins ’’) nella parte fi- 
nale della stessa fase G;. L’insieme di ORC, il repli- 
catore, la Cdc6p e i due RLF, oltre ad altre proteine 
regolatrici, costituiscono il complesso pre-replica- 
zione (pre-RC, pre “Replication Complex”). Nella 
transizione G1 — S, due proteine chinasi raggiun- 
gono il pre-RC e vi operano. Esse sono: /a ciclina 
B-CdK1 che fosforila l’ORC, la Cdc6p e 'RLF-M, 
provocando la dissociazione dal complesso della 
Cdc6p fosforilata (che viene quindi degradata pro- 
teoliticamente), e la Cdc7p-Dbf4p (resa attiva per 
fosforilazione ad opera della stessa ciclina B-CdK.) 
che fosforila ulteriormente lVORC e 1’ RLF-M. 
Queste ultime fosforilazioni agiscono da interrutto- 
re della replicazione: il complesso di replicazione è 


maturo (post-RC) e, dopo avere rilasciato 1’ RLF-M 
fosforilato (che pure viene avviato alla degradazio- 
ne) è in grado di catalizzare la duplicazione del 
DNA. Si passa alla fase S del ciclo. Da notare che 
il post-RC non è capace di riiniziare un nuovo tur- 
no di duplicazione: ciò assicura che per ogni ciclo 
cellulare la duplicazione del DNA avviene solo una 
volta. L'andamento della concentrazione delle varie 
cicline e la loro successione nelle varie fasi del ci- 
clo cellulare, come pure l’espressione delle varie 
CdK sono illustrate nella Fig. 21.41. L’ingresso in 
mitosi è controllata dal complesso ciclina B-CdK1 
che corrisponde all’ MPF (‘“Maturation Promotong 
Factor”) la cui individuazione ha pilotato tutti gli 
studi sulle basi molecolari del ciclo cellulare. 


606 @ Biochimica cellulare: aspetti biochimici delle principali funzioni cellulari 





Figura 21.41 Nelle cellule animali le varie fasi del ciclo sono controllate da diversi complessi cicli- 


na-Cdk 


A differenza delle Cdk, che rimangono costanti, i livelli delle cicline cambiano nelle varie fasi del ciclo. l’attività dei 
vari complessi ciclina-Cdk coincide con il profilo di espressione delle cicline. La fase G1 è controllata dal complesso 
ciclina D-Cdk4 e ciclina D-Cdké (non mostrato), e successivamente dal complesso ciclina E-Cdk2. La fase S richiede 


l'attività del complesso ciclina A-Cdk2. L'ingresso in mitosi richiede l’attività del complesso ciclina B-Cdk] 


(MPE, 


“Maturation Promoting Factor”) (Da: A. Fantoni, S. Bozzaro, G. Del Sal, S. Ferrari, Biologia Cellulare, Piccin Nuova 


Libraria, Padova, 2009). 


III. APOPTOSI 


Le cellule di cui si è esaurita la necessità o che 
hanno subito danni che ne compromettono il fun- 
zionamento sono avviate alla morte attraverso un 
dispositivo molecolare predisposto ed opportuna- 
mente messo in atto detto “meccanismo della morte 
cellulare programmata 0 apoptosi”. Questo dispo- 
sitivo molecolare è tenuto sotto accuratissimo con- 
trollo da parte di fattori anti-apoptotici e innescato 
da fattori pro-apoptotici (“segnali di morte”). 
L’innesco della apoptosi è generalmente collegato 
ad interazioni cellula-cellula o al posizionamento di 
un agente apoptotico sulla superficie cellulare; se- 
gnali di morte possono generarsi anche autonoma- 
mente all’interno delle cellule. Gli esecutori del 
programma apoptotico sono enzimi proteolitici 
molto specifici, le caspasi (‘‘evstein aspartic acid 
proteases), che, una volta attivate, distruggono 
l'apparato proteico cellulare. Le cellule in apoptosi 
hanno caratteristiche peculiari: formazione di va- 
cuoli, (‘corpi apoptotici”), frammentazione del 
DNA, condensazione della cromatina, raggrinzi- 
mento della cellula, vescicolazione e disaggrega- 
zione della membrana cellulare. L’innesco prema- 
turo dell’apoptosi può generare effetti disastrosi e 
patologie gravi. Altrettanto gravi sono i danni (pos- 
sibile deragliamento neoplastico) di un mancato in- 


nesco dell’apoptosi in cellule proliferanti con DNA 
alterato. È facilmente comprensibile, nel contempo, 
che l’induzione selettiva della apoptosi in cellule 
tumorali costituisca uno dei settori di ricerca più at- 
tivi dell’oncologia. 


Ill.a. Il programma apoptotico 


La messa in atto del programma apoptotico ri- 
chiede, di norma, un agente 0 ligando apoptotico 
esterno, un suo recettore specifico collocato sulla 
superficie cellulare (recettore apoptotico) e un di- 
spositivo dell’esecutore dell’apoptosi, cioè le ca- 
spasi. Un prototipo di programma apoptotico, carat- 
terizzato dalla collisione di due differenti cellule, è 
illustrato nella Fig. 21.42. Il recettore apoptotico 
CD95 (chiamato anche Fas o Apo I), appartenente 
alla cellula destinata all’apoptosi, è una proteina tri- 
merica transmembrana, in cui ciascun monomero è 
costituito da un dominio extracellulare ricco in ci- 
sSteina, una porzione o.-elicizzata intramembrana, e 
un dominio a esposizione intracellulare chiamato 
“dominio di morte” (DD, Death Domain”). 
Ciascun monomero del CD95 può interagire con il 
suo ligando apoptotico specifico, CD95-L: esposto 
sulla superficie esterna dell’altra cellula (per esem- 
pio un linfocita attivato). A seguito dell’interazione 
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Figura 21.42 Rappresentazione schematica di un programma apoptotico innescato da una intera- 
zione cellula-cellula. Il ligando apoptotico CD9SL e il recettore apoptotico CD95 sono un esempio 


DD: dominio di morte (“Death domain”); DED: dominio di morte dell’effettore (“Death Effector Domain”), o “linker”. 


il recettore modifica la propria conformazione e 1 
suoi domini di morte vengono a collidere con 1 do- 
mini di morte dell’effettore o “linker” (*DED, 
Death Effector Domain”), pure di natura proteica, a 
sede citoplasmatica. Il complesso così formato 
espone segmenti polipeptidici capaci di legare la 
pro-caspasi 8 (pure citoplasmatica) che, diventando 


cataliticamente attiva, innanzitutto va incontro a au- 
toidrolisi e oligomerizzazione, e quindi agisce da 
caspasi di inizio innescando una cascata auto-pro- 
teolitica di caspasi che si conclude con l’attivazione 
della caspasi effettrice che degrada le proteine cel- 
lulari ed è responsabile della produzione del quadro 
apoptotico finale. Va notato che le proteine “linker” 
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Figura 21.43 Rappresentazione schematica di un programma apoptotico innescato da agenti 
apoptotici extracellulari solubili (TNF, fattori di necrosi tumorale) e di un meccanismo di control- 
lo che impedisce l’apoptosi e indirizza verso lo stimolo alla proliferazione cellulare 


TRADD: dominio di morte specifico per il recettore TNF. 


possono operare altre “scelte”, quali quella di orien- 
tare il complesso di cui sopra verso proteine regola- 
trici citosolubili che lo disancorano dal programma 
apoptotico e lo orientano verso altri progetti trasdu- 
zionali quali quello della chinasi INK (“Jun NH 
terminal Kinase”) che trasmette segnali di stress. 
Un secondo modello di programma apoptotico, 
schematizzato nella Fig. 21.43, è quello innescato 
da agenti apoptotici extracellulari di natura protei- 
ca e solubili (prodotti ad esempio da macrofagi e 
leucociti T attivati in risposta a infezioni) chiamati 
TNF (‘“Tumor Necrosis Factor”, TNF-a e TNF-B), 
e fattori correlati a TNF quali 1’ Apo 2L ( “Apoptosis 
ligand 2°) e il TRAIL (“TNF-Related Apoptosis 
Inducing Ligand”'). Tutti questi agenti hanno strut- 


tura trimerica e possono interagire con recettori, pu- 
re ad organizzazione strutturale trimerica, che pos- 
seggono un dominio di “morte” (DD). Nel caso del 
TNF il corrispondente recettore, 7NF-R, contiene 
un “dominio di morte”, TRADD (“TNF-R 
Associated death domain”) che può essere masche- 
rato o espresso a seconda della presenza o meno di 
specifici “linkers”, i TRAF (“TNF-Receptor 
Associated Factors”). La presenza di questi “lin- 
ker” dipende dallo stato di espressione dei geni NF- 
KB° e C-Jun/c-Fos, a loro volta trascritti su stimolo 
dei corrispondenti omonimi fattori di trascrizione. 
Di norma il TNF, legandosi con il proprio DD al 
TNF-R innesca una cascata trascrizionale che attiva 
i fattori di trascrizione NF-KB* e C-Jun/c-Fos con 


— —__————_y___————__—_—++_++——_—_—6 = 





formazione di TRAF i quali impediscono, colliden- 
do con il TNF-R, che questi esponga il dominio 
TRADD. Pertanto, l’effetto finale del TNF è di pro- 
muovere la proliferazione cellulare. Se però si de- 
terminano condizioni che reprimono i geni NF-KB° 
e C-Jun/c-Fos, non si formano i TRAF, il TRADD 
si lega alla pro-caspasi 8 e l’interazione TNF-TNF- 
R porta all’attivazione della stessa pro-caspasi 8 e 
all’innesco del processo apoptotico. Anche nel caso 
dei ligandi Apo 2L e TRAIL l’innesco del program- 
ma apoptotico richiede condizioni particolari. 
Infatti, 1’ Apo 2L e il TRAIL possono interagire con 
i propri recettori di morte DR4 e DRS (“DR, Death 
Receptor”) attraverso i domini di morte presenti su 
entrambi i partners. A seguito del legame la porzio- 
ne citoplasmatica dei DR, con la mediazione di un 
“adattatore” proteico, attivano una pro-caspasi € 
danno inizio alla cascata di caspasi che determina il 
quadro apoptotico. L’Apo 2L e il TRAIL hanno pe- 
rò anche la capacità di interagire con recettori lega- 
ti alla membrana con ancore glicano- fosfoinositidi 
(detti recettori di richiamo, ‘“decoy receptors”) 1 
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quali non posseggono domini a protrusione citopla- 
smatica, e quindi non possono promuovere l’attiva- 
zione della pro-caspasi. Pertanto gli Apo 2 e TRAIL 
“catturati” dai recettori “decoy”, perdono il loro po- 
tenziale apoptotico. Altri sistemi di apoptosi sono 
operativi, sempre basati su ligandi apoptotici, recet- 
tori apoptotici e regolatori positivi e negativi. 


IlI.b. Le caspasi: proteasi di morte 


Le caspasi sono metallo-proteine a cisteina, a se- 
de citoplasmatica, che catalizzano specificamente 
la rottura idrolitica del legame peptidico cui parte- 
cipa l’acido aspartico col suo gruppo funzionale c- 
carbossilico. Sono note una quindicina di caspasi. 
Tutte hanno la struttura di base riportata schemati- 
camente nella Fig. 21.44, costituita da una porzione 
NH, terminale (dominio-inibitorio), cui segue una 
subunità più grande (20KDa) ed una più piccola 
(10KDa) la quale contiene l’estremità C terminale. 
La presenza del dominio inibitorio rende la caspa- 
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Figura 21.44 Schema della struttura delle caspasi. Il pre-dominio è il dominio inibitorio 
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si inattiva. Questa configurazione è propria delle 
pro-caspasi. Il distacco del dominio inibitorio può 
avvenire in due modi: per via autocatalitica a segui- 
to dell’ attivazione della pro-caspasi conseguente 
all’instaurarsi di legami con fattori di iniziazione (/e 
caspasi che sono in grado di autocatalizzare la ri- 
mozione del proprio dominio inibitorio sono ap- 
punto le “caspasi di inizio”), oppure per azione di 
una caspasi già attiva su una pro-caspasi. Effettuata 
la rimozione del dominio inibitorio, la grande e la 
piccola unità si aggregano fra loro a formare un ete- 
ro-dimero, e due etero-dimeri si aggregano a loro 
volta formando un tetramero. Il tetramero è la for- 
ma attiva dell’enzima e possiede due siti attivi. 
Questi siti riconoscono la sequenza di quattro, o po- 
co più, amminoacidi precedenti (in senso NH.-ter- 
minale) un residuo di acido aspartico con conse- 
guente rottura idrolitica del legame peptidico che 
lega l’acido aspartico con l’amminoacido successi- 
vo. Le caspasi di inizio (ad es. le caspasi 8 e 9) han- 
no come substrati altre pro-caspasi e le attivano fi- 
no a giungere alle caspasi effettrici o esecutrici 
(quali la 3, 6 e 7). È questa la cascata della caspa- 
sî. Le caspasi effettrici hanno invece come substra- 
ti diverse proteine cellulari, tra cui quelle formanti 
il citoscheletro e le membrane, molti enzimi, e pro- 
teine intracellulari anti-apoptotiche. In particolare, 
tra i substrati di caspasi effettrici figura un inibitore 
della DNAasi, l’I°4P (“Caspase-Activated Deoxyri- 
bonuclease Inhibitor”), la cui rimozione innesca la 
frammentazione del DNA, catalizzata dalla 
DNAasi, evento tipico dell’apoptosi. 


IllI.c. Segnali apoptotici di origine 
intracellulare 


Il mitocondrio è coinvolto nel processo della 
apoptosi. Già nella fase più precoce dell’apoptosi il 
funzionamento della catena respiratoria è deteriora- 
to e la permeabilità della membrana mitocondriale 
esterna fortemente alterata con rilascio di proteine 
dallo spazio intermembrana (interna ed esterna) 
verso il citosol. Tra queste proteine figura innanzi- 
tutto i/ citocromo c che ha una forte azione pro- 
apoptotica. È però anche possibile che lesioni alla 
funzionalità mitocondriale (quali insulti perossida- 
tivi) provochino cambiamenti della permeabilità 
mitocondriale con rilascio di citocromo c. La pre- 
senza di citocromo c nel citosol costituisce un se- 
gnale importante sull’innesco dell’apoptosi, nel 
senso che di per sè può dare inizio al processo 
apoptotico, oppure può far sì che da una fase pre- 
apoptotica ancora reversibile, si passi ad una fase di 


apoptosi operativa. Il citocromo c si combina nel ci- 
tosol con i/ fattore attivante l’apoptosi APAF-] 
(‘Apoptosis Activating Factors”) e la pro-caspasi 9 
(che pure è rilasciata dai mitocondri lesi) formando 
l’apoptosoma”, un complesso proteolitico, in cui la 
caspasi 9 è attiva (per idrolisi autocatalitica) e dà 
inizio alla cascata delle caspasi (Fig. 21.45). Un 
ruolo importante nel controllo dell’azione pro- 
apoptotica del citocromo c nel citosol è comunque 
giocato dai fattori proteici di sopravvivenza, o anti- 
apoptotici, Bcl-2/Bcl-X,, che si combinano con 
l’APAF-1 e gli impediscono di legarsi al citocromo 
c, bloccando quindi la formazione dell’apoptosoma. 
AI contrario fattori pro-apoptotici quali B/K e B/73, 
che hanno elevata affinità di legame con le Bcl- 
2/Bcl-XL, rimuovono queste ultime proteine all’in- 
terazione con l’APAF consentendo a quest’ultimo 
di partecipare alla formazione delll’apoptosoma. Va 
notato che dal mitocondrio leso possono essere rila- 
sciate altre proteine a potenziale azione pro-apopto- 
tica, quali le caspasi 2 e 3, le proteine da shock ter- 
mico hsp60 e hsp70, una DNAasi e l’'AIF 
(‘“Apoptosis Inducing Factorr"). 

Segnali pro-apoptotici intracellulari possono an- 
che generarsi quando i cromosomi vanno incontro a 
danni. In risposta a queste modificazioni, potenzial- 
mente pericolose, si esprime il gene Bax con produ- 
zione delle proteine pro-apoptotiche Bax che inne- 
scano il programma apoptotico. In questo modo 
cellule con alterazioni cromosomiche vengono eli- 
minate. 


Ill.d. Controllo (regolazione) 
dell’apoptosi 


Il programma apoptotico è mantenuto sul “bina- 
rio” fisiologico dall’azione antagonista di due fami- 
glie di proteine ad azione regolatoria: /e proteine 
Bel, fra cui la Bcl2 e la Bel X, già citate), che han- 
no azione anti-apoptotica, e le proteine Bax, com- 
prendenti Bax,BH3, Bad, Bak e Bik, ad azione pro- 
apoptotica. Esse sono espresse, rispettivamente, dai 
geni Bc/ e Bax. Queste proteine, pur sortendo effet- 
ti opposti, hanno notevoli affinità strutturali, per 
esempio quella di dimerizzare (Bcl tra di loro, e 
Bax fra di loro) e, in particolare, di formare eterodi- 
meri, Bcl/Bax. Il complesso Bcl-2 o BclXL/Bad, 
per esempio, gioca un ruolo chiave nella regolazio- 
ne dell’apoptosi (Fig. 21.46). Infatti questo com- 
plesso impedisce a Bcl di legarsi all’APAF e quindi 
consente la formazione dell’ “apoptosoma” con il 
citocromo c e l’APAF: effetto pro-apoptotico. In 
presenza di fattori di crescita il Bad viene fosforila- 
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SOPRAVVIVENZA 


Figura 21.45 Rappresentazione schematica del processo di apoptosi innescato dal Citocromo C 
(Citc) liberatosi nel citosol, e del ruolo regolatorio esercitato sul processo stesso dai fattori antia- 
poptotici Bcl-2/Bcl-XL e proapoptotici BIK/BH3, imperniato sulla disponibilità del fattore attivan- 


te l’apoptosi APAF 


Si noti che Citc, pro-caspasi 9, APAF e BIK/BH3 sono solubili mentre Bcl-2/Bcl-XL e i complessi che li santengene so- 


no associati alla membrana mitocondriale. 


to su un resto di serina e si ancora stabilmente con 
la proteina regolatoria 14-3-33. La Bcl o BcIXL, li- 
beratasi dal complesso, aggancia l’ APAF e impedi- 
sce la formazione dell’apoptosoma: effetto anti- 
apoptotico o di crescita (0 sopravvivenza). La prin- 
cipale (ma non unica) via di fosforilazione di Bad è 
attraverso la proteina chinasi Akt proteina chinasi 
IKt (o proteina chinasi B), proteina ancorata alla 
faccia citosolica della membrana plasmatica, che 
viene a sua volta attivata dal fosfatidilinositolo 
ì,4,5 trifosfato, formatosi per azione della fosfatidi- 


linositolo-3 kinasi (PI-3K), pure associata alla 
membrana. Anche le Bcl2/BcIXL possono essere 
fosforilate su resti serinici, per azione di varie pro- 
teine chinasi coinvolte in processi di trasduzione di 
segnali, quali la MAP chinasi e la JNK chinasi. La 
fosforilazione riduce l’affinità di Bcl2/BclX, per 
APAF, facilitando di fatto la combinazione di que- 
st’ultimo con il citocromo c e la pro-caspasi 9: ne 
risulta, pertanto un effetto pro-apoptotico. 
Risultano evidenti le interazioni fra vie di trasdu- 
zione dei segnali, via apoptotiche, fattori di crescita 
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Figura 21.46 Regolazione dell’apoptosi: ruolo della fosforilazione di agenti proapoptotici (BAD) o 
antiapoptotici (Bcl-2, BcI-XL ), e influenza di proteine chinasi appartenenti a diversi sistemi di tra- 
sduzione di segnali innescati da fattori extracellulari (fattori di crescita, fattori di stress) 


I complessi BAD-P/proteina 14.3.3 e BAD/Bcl2-XL sono forme di sottrazione di agenti pro- o antiapoptotici. 


e proliferazione e fattori apoptotici. Il destino fina- 
le - sopravvivenza, proliferazione o morte - dipen- 
dono dallo stato di attivazione e dalla espressione 
delle numerose proteine implicate nei vari processi. 
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e - Malattie da difetti della steroidogenesi - Il ciclo mestruale - Ormoni pla- 
centar 

Eicosanoidi e docosanoidi - Eicosanoidi: Prostaglandine, prostacicline, trombos- 
sani, leucotrieni, lipossine, resolvine - Struttura chimica dei principali eicosanoidi - 
Biosintesi e catabolismo - Funzione. Docosanoidi: resolvine , protettine, neuropro- 
tettine. — Struttura chimica dei principali docosanoidi - Funzione 





NATURA ED AZIONE DEGLI ORMONI 


Negli organismi superiori la integrazione funzionale dei vari organi è resa possibile 
dalle informazioni che vengono diramate per via nervosa: canale nervoso, o tramite il 
circolo sanguigno: canale umorale. Sebbene funzionalmente distinti, questi due siste- 
mi di informazione e regolazione sono fra loro strettamente coordinati da un comune 
centro di controllo (l’ipotalamo) e da interdipendenti sistemi di effettori cellulari. 

Quasi tutti i tessuti immettono nel circolo sanguigno prodotti chimici atti ad in- 
fluenzare tessuti più o meno lontani, ma solo alcune cellule, raggruppate in strutture 
anatomiche ben definite (ghiandole endocrine), si sono specializzate in questa funzio- 
ne. Lo studio delle ghiandole endocrine e dei loro prodotti di secrezione, gli ormoni 
(o ormoni endocrini), è compito della endocrinologia. Singole cellule possono rila- 
sciare nel fluido che le lambisce (che può essere il liquido in cui le stesse cellule so- 
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no coltivate in vitro) sostanze ormono-simili in 
grado di interagire con cellule vicine e influenzarne 
l’attività (ormoni paracrini). Sono pure noti casi di 
sostanze (ormoni autocrini) che agiscono sulle stes- 
se cellule che le hanno prodotte. 

Gli ormoni sono messaggeri chimici che negli 
organismi multicellulari coordinano l’attività di cel- 
lule e tessuti diversi (sono anche detti messaggeri 
chimici primari). Secreti nel sangue e da questo di- 
stribuiti all’intero organismo, oppure rilasciati (0 
diffusi) nei fluidi intercellulari, gli ormoni esplica- 
no la loro azione solo a livello delle cellule bersa- 
glio, dotate di recettori capaci di riconoscerli. Le 
cellule bersaglio posseggono anche dispositivi atti 
a tradurre lo stimolo ormonale in idonee modifica- 
zioni metaboliche e funzionali. Le modificazioni 
funzionali, a volte anche strutturali, indotte dagli 
ormoni soddisfano in genere l’esigenza di adattare 
l’organismo alle condizioni imposte dall’ambiente 
esterno o interno. Questo adattamento, inteso a pre- 
servare l’organismo nelle condizioni fisiologiche 
ottimali, viene indicato con il termine di omeostasi. 

Chimicamente eterogenei, gli ormoni si possono 
classificare in: 1) ormoni proteici e peptidici (insu- 
lina, glucagone, ormoni ipofisari, paratormone, cal- 
citonina e quasi tutti gli ormoni tissutali, elaborati 
cioè da cellule di tessuti non specificamente endo- 
crini); 2) ormoni steroidei (corticosurrenalici e ses- 
suali); 3) ormoni derivati dagli amminoacidi (adre- 
nalina, noradrenalina, tiroxina e triiodotironina); 4) 
ormoni derivati dagli acidi grassi (eicosanoidi e 
docosanoidi); 5) ormoni derivati dalla vitamina D; 
. Gli ormoni proteici e peptidici, come pure adrena- 
lina e noradrenalina, di natura idrofilica, circolano 
nel sangue in forma libera. Gli ormoni steroidei, la 
tiroxina e la triiodotironina, e 1° 1,25-diidrossicalci- 
ferolo (derivato dalla vitamina D;), tutti di natura 
idrofobica, sono veicolati nel sangue da proteine le- 
ganti specifiche. 

Nessun ormone viene prodotto e secreto con rit- 
mo uniforme, ma secondo cicli, o in seguito a deter- 
minati stimoli (secrezione pulsatoria). Così, ad 
esempio, le gonadotropine sono secrete secondo ci- 
cli che coincidono con eventi periodici, come la 
ovulazione e la mestruazione, oppure occasionali, 
come la gravidanza e l’allattamento. Le secrezioni 
dell’insulina e del glucagone sono regolate dal li- 
vello della glicemia, quelle della calcitonina e del 
paratormone dalla calcemia e quella dell’aldostero- 
ne dal livello ematico degli Na*. 

La vita media degli ormoni è piuttosto breve: in- 
fatti, esplicata la loro azione, le molecole ormonali 
vengono rapidamente inattivate (per proteolisi, per 
modificazioni metaboliche o per coniugazione) ed 
eventualmente escrete. Ciò soddisfa l’esigenza di 


una risposta ormonale adeguatamente controllata e 
transitoria. La continuità dell’azione ormonale, 
quando necessaria, è assicurata dalla successione ri- 
petitiva delle secrezioni pulsatorie. Caratteristica 
degli ormoni è di operare a concentrazioni (emati- 
che) estremamente basse (10-10? M). 


I RECETTORI ORMONALI 


I recettori ormonali sono proteine (molto spesso 
glicoproteine) capaci di riconoscere e di legare l’or- 
mone. L'interazione fra recettore ed ormone ha ca- 
rattere di estrema specificità. I recettori ormonali 
hanno per i relativi ormoni una affinità assai eleva- 
ta, variante fra 10°? e 10-!2M, dello stesso ordine di 
grandezza della concentrazione ematica degli or- 
moni. Questa elevatissima affinità risponde alla esi- 
genza del tessuto bersaglio di legare il maggior nu- 
mero possibile delle (non molte) molecole dell’or- 
mone rilasciate in circolo dalle ghiandole endocri- 
ne. 


Interazioni ormone-recettore 


Il legame fra ormone [H] e recettore [R] e la 
conseguente formazione del complesso ormone-re- 
cettore: 


[H]+[R]=t=[HR] 


costituisce il primo atto dell’azione ormonale (k; e 
k, sono, rispettivamente, le velocità dei processi di 
associazione e dissociazione dell’ormone al e dal 
recettore). 

All’equilibrio di reazione la costante di associa- 
zione, k,, è uguale all’inverso della costante di dis- 
sociazione, k;: 


Ls 
Ki 


_ 


Nella pratica, ciò che è importante sapere di un 
ormone è il valore di k, (o kg), che è indice del- 
l’affinità dell'ormone per il suo recettore (il signifi- 
cato è simile a quello della K,,, per gli enzimi) e la 
Bmax (B da “binding”), cioè la massima capacità le- 
gante da parte del recettore (o meglio l’entità dei 
siti leganti presenti nella preparazione, spesso grez- 
za, del recettore). Pure importante è sapere se i siti 
di legame del recettore hanno affinità uguali o di- 
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(c) 
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Figura 22.1 Cinetica e analisi di Scatchard delle interazioni fra un ormone [H] e il suo recettore 


[R) specifico 


VE LL Lelli Li lion = scade 
(a) Influenza dell'aumento della concentrazione di ormone sull'andamento del legame dell’ ormone con il recettore: 
interazione (“binding”) specifica e aspecifica; (b) analisi di Scatchard (“Scatchard plot”) dell'interazione dell'ormone 
con il recettore (recettore ad affinità unica); (c) analisi di Scatchard dell'interazione di un ormone con un recettore 
avente due siti di riconoscimento dell'ormone, uno ad alta e l’altro a (più) bassa affinità. [H] = ormone totale; [HR] 


= ormone legato al recettore; [FH] = ormone libero. 


verse per l’ormone (cioè sono presenti siti di “alta” 
e siti di “bassa” affinità). Sperimentalmente, in un 
sistema in cui il recettore (cioè la preparazione 
spesso membranacea contenente il recettore) rima- 
ne costante e l’ormone è aggiunto in quantità cre- 
scente, dopo un tempo prestabilito di incubazione 
tale da consentire di raggiungere l’equilibrio di rea- 
zione, si misurano la quota di ormone legata ([B] = 
bound), cioè [HR], e la quota libera ([F] = free). 
Con opportuni accorgimenti si determina della quo- 
ta legata totale quella legata specificamente e quel- 
la legata aspecificamente (Fig. 22.1a). Come indi- 
cato nella stessa Figura 22.1a la relazione esistente 
fra il “binding” e la quantità di ormone aggiunto è 
di tipo iperbolico. La rappresentazione secondo 
Scatchard (“Scatchard plot”) degli stessi dati (vedi 
Fig. 22.1b), in cui sull’ascissa sono riportati i valo- 
ri di [HR] (specifico) e sulle ordinate il rapporto 
[HR]/[H] ([H] è la quantità totale di ormone usato), 
è espressa da una retta la cui intercetta sull’asse del- 
l’ascissa da il valore di B,,ax € la cui pendenza è 
uguale a 1/Ky , e quindi dà il valore di kg (0 ky ). I 
valori di ky per la gran parte degli ormoni sono nel- 
l’ambito 10°°-10-!'M. La saturazione del recettore si 
ottiene con concentrazioni di ormone circa 20 volte 
maggiori rispetto al valore della kj. Lo “Scatchard 
plot” può inoltre indicare la presenza nel recettore 
di siti di maggiore o minore affinità. Nel caso ripor- 
tato nella Figura 22.1c il grafico è una spezzata con 
una prima porzione rettilinea di maggiore pendenza 
ed una seconda di minore pendenza: i/ primo tratto 
indica la presenza di un sito di alta affinità, il se- 
condo di un sito di bassa affinità. 


Caratteristiche molecolari dei 
recettori 


La gran parte degli ormoni (es. adrenalina, insu- 
lina, glucagone ed ormoni peptidici in genere, tutti 
di natura idrofilica) trovano i corrispondenti recet- 
tori in corrispondenza delle membrane plasmatiche 
delle cellule bersaglio: recettori di membrana. Gli 
altri ormoni, di natura idrofobica, trovano i corri- 
spondenti recettori all’interno della cellula: nel cito- 
plasma, nel caso degli ormoni corticosteroidel (re- 
cettori citoplasmatici) e nel nucleo, nel caso degli 
ormoni steroidei sessuali, degli ormoni tiroidei e 
dell’ormone derivante dalla vitamina D (recettori 
nucleari). Ovviamente gli ormoni che reagiscono 
con i recettori di membrana esplicano la loro azio- 
ne senza penetrare nella cellula. 

L’azione degli ormoni che hanno recettori di 
membrana consiste nell’attivare, attraverso l’intera- 
zione con il recettore, un processo di trasduzione di 
segnali attraverso la membrana con produzione 
spesso di un secondo messaggero, 0 messaggero se- 
condario. Il messaggero secondario, a sua volta, dà 
inizio ad una cascata di reazioni con produzione 
dall’effetto metabolico-funzionale finale che è pro- 
prio dell’ormone. In alcuni casi è lo stesso recetto- 
re (per esempio il recettore ad attività tirosina-chi- 
nasica o guanilato-ciclasica) che, una volta attivato 
dall’ormone, innesca la cascata di reazioni sfocian- 
ti nell’effetto finale, eludendo la mediazione dei 
messaggeri secondari. Un’altra possibilità, utilizza- 
ta da alcuni neurotrasmettitori, è di utilizzare i re- 
cettori a struttura oligomerica operanti come cana- 
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li ionici sensibili a ligandi. I dettagli: (a) sulla strut- 
tura dei recettori di membrana capaci di interagire 
con ligandi extracellulari, quali gli ormoni; (b) sul- 
la natura e le funzioni dei messaggeri secondari, e 
(c) sulle modalità di trasduzione di segnali che, dal- 
la membrana plasmatica, raggiungono i meccani- 
smi nucleari di controllo dell’espressione genica, 
sono esposti nel Capitolo”Biochimica cellulare: 
trasduzione di segnali regolatori dall’esterno al- 
l’interno della cellula”. 

Per interagire con i recettori citoplasmatici o nu- 
cleari i relativi ormoni devono invece penetrare nel- 
la cellula. Il loro passaggio attraverso la membrana 
avviene in genere per trasporto facilitato con inter- 
vento di specifiche proteine “carrier” di membra- 
na. In tal modo anche per questi ormoni la membra- 
na esplica un riconoscimento specifico. 

I recettori degli ormoni corticosteroidei (in par- 
ticolare glucocorticoidi e aldosterone) sono a sede 
citoplasmatica. La struttura di questi recettori (Fig. 
22.2) presenta quattro principali motivi, o domini, 
funzionali, a partire dall’estremità amino terminale: 
(a) il dominio a struttura variabile a seconda del- 
l’ormone (dominio chiamato anche antigenico), re- 
sponsabile delle interazioni che attengono la modu- 
lazione del processo di trascrizione; (b) i/ dominio 
di interazione con il DNA, che lega specifiche por- 
zioni ‘“consensuali” di DNA, denominate e/ementi 
di risposta all’ormone (HRE “hormone response 
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elements”), collocate contiguamente al sistema ge- 
nico promotore, ed è responsabile dell’innesco del 
processo di trascrizione. Questo dominio contiene 
strutture a dita di zinco capaci di legare il DNA (ve- 
di Fig. 22.3); (c) il dominio di riconoscimento ed 
orientamento nel nucleo; e (d) il dominio di intera- 
zione con l'ormone, il quale, quando occupato dal- 
l’ormone, conferisce al recettore la conformazione 
attiva con conseguente avvio della trascrizione. In 
quest’ultimo dominio sono presenti due ‘‘sottodo- 
mini”, uno pure partecipante alla modulazione del 
processo trascrizionale e l’altro /egante particolari 
proteine “chaperons” (proteine da ‘shock termi- 
co”, HSP) di 90 KDa. Fintanto che queste HSP ri- 
mangono legate il dominio di interazione con il 
DNA è bloccato e il recettore è inattivo. L'ingresso 
dell’ormone, provocando dimerizzazione del recet- 
tore, spiazza le HSP, fa assumere al recettore la for- 
ma attiva, con conseguente attacco all’HRE: /a tra- 
scrizione del gene strutturale specifico ha così ini- 
zio. L’HRE, associato a diverse proteine implicate 
nel processo di repressione/attivazione della trascri- 
zione (fattori di risposta R; fattori accessori AF; co- 
regolatori) costituisce /’unità di risposta ormonale, 
HRU. 

Nel caso dei recettori nucleari (e quindi degli 
ormoni steroidei sessuali, degli ormoni tiroidei, e 
dell’ormone derivato dalla vitamina D) la struttura 
è simile a quella qui sopra descritta, ma i/ dominio 
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Figura 22.2 Struttura schematica di un recettore di ormoni steroidei e delle sue relazioni con le 
porzioni del DNA addette alla trascrizione di un gene strutturale 


HRE = elemento di risposta ormonale: HRU = unità di risposta ormonale; R = fattore di risposta; AF = fattore ac- 


cessorio. 


Struttura a dito di Zinco 


I recettori ormonali ® 619 








Dominio legante 
il DNA 


Dominio modulante 
la trascrizione 


Pi — > mi 


Dominio attivante 


Dominio 
legante la trascrizione 
l'ormone 


Figura 22.3 Rappresentazione schematica del recettore degli ormoni estrogeni 


è in particolare evidenziata la struttura a dito di Zinco, deputata all'interazione con il DNA. 


di legame con l’ormone è sprovvisto dei sottodomi- 
ni leganti le HSP e modulante la trascrizione. 

Il coinvolgimento dei recettori plasmatici e nu- 
cleari nel meccanismo di azione degli ormoni di na- 
tura idrofobica è schematizzato nella Figura 22.4. 

La Tabella 22.1 riporta le sequenze nucleotidiche 
caratteristiche degli HRE che vengono riconosciute 
specificamente dai diversi ormoni di natura idrofo- 
bica. 
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Uno dei meccanismi con cui un tessuto può mo- 
dificare la risposta ad un ormone è la variazione del 
numero dei recettori. Per esempio un eccesso di or- 
mone può indurre la diminuzione abbastanza rapida 
dei relativi recettori, dovuta ad internalizzazione 
del complesso ormone-recettore con meccanismo 
endocitotico (clatrino-dipendente). Questo fenome- 
no è noto come down-regulation. 

La nozione che l’azione degli ormoni richiede 
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Figura 22.4 Rappresentazione schematica del meccanismo di azione degli ormoni di natura idro- 
fobica con recettori a sede citoplasmatica e nucleare 


R = recettore; HSP = “heat shock protein”. 
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Tabella 22.I 


sequenze nucleotidiche delle porzioni di DNA costituenti gli elementi di risposta all’ormone (HRE) propri di al- 
cuni ormoni di natura idrofobica. 












Glucocorticosteroide (cortisolo) 
Mineralcorticosteroide (aldosterone) 










Androgeni 
Progestinici (progesterone) 


Estrogeni 


Ormone tiroideo 
1,25,(0H), calciferolo 
Acido retinoico 


preliminarmente il loro legame con i corrisponden- 
ti recettori implica che malattie ormonali possano 
derivare oltre che da deficienza o da eccesso del- 
l’ormone, anche da deficienza od eccesso di recet- 
tori, o da un difettoso legame fra ormoni e recetto- 
ri. 


MECCANISMI DI AZIONE DEGLI 
ORMONI 


Non sempre è possibile spiegare, almeno per 
ora, l’azione di un ormone in termini molecolari, o 
comunque autenticamente biochimici. Si può tutta- 
via affermare che gli effetti fisiologici dei singoli 
ormoni sono evocati attraverso qualcuno dei mec- 
canismi generali attraverso i quali le cellule, per il 
tramite di recettori, rispondono a stimoli esterni con 
risposte metaboliche appropriate. In linea generale 
la cellula risponde allo stimolo creato dalla intera- 
zione dell’ormone con lo specifico recettore in tre 
modi: 

1) Incentivando la sintesi di determinate protei- 
ne, tramite stimolazione del processo di trascrizio- 
ne o di traduzione (in qualche caso è il processo di 
repressione che è influenzato). 

2) Modificando la permeabilità delle membrane 
cellulari a sostanze specifiche. 

3) Modulando (stimolando o inibendo) l’attività 
di determinati enzimi. 

Il meccanismo 1) implica risposte piuttosto len- 
te ma durature, i meccanismi 2) e 3) evocano inve- 


Le lettere delle sequenze nucleotidiche indicano i nucleotidi, la lettera N indica uno qualsiasi dei quattro nucleotidi tipici 
del DNA; N3 indica NNN per il VDRE, N4 indica NNNN per il TRE e N5 indica NNNNN per il RARE. Le frecce in dire- 
zione opposta indicano sequenze palindromiche non esattamente invertite presenti negli HRE. Laddove la stessa sequenza 
di HRE è condivisa da recettori di diversi ormoni, la specificità di interazione è garantita da sequenze nucleotidiche adia- 
centi a quella di consenso riconosciute da “motivi” amminoacidici accessori presenti nei singoli recettori. 






5°-GGTACA NNN TGTTCT-3’ 
ca — 


5'-AGGTCA NNN TCACT-3' 
















- _ 
5-AGGTCA N3,4,5 AGGTCA-3° 
- — 







ce risposte rapide ma fugaci. Alcuni ormoni agisco- 
no tramite l’uno o l’altro di questi tre meccanismi, 
altri agiscono tramite più meccanismi contempora- 
neamente. L’insulina, ad esempio, agisce con i mec- 
canismi 1) e 2) e probabilmente anche 3). Lo stesso 
ormone può inoltre agire con meccanismi differen- 
ti a livello di diversi tessuti bersaglio. 


Azione sulla sintesi proteica 


Stimolazione della trascrizione. Questa modali- 
tà di azione è tipica di molti ormoni di natura lipo- 
filica ed è mediata dai loro recettori a sede citopla- 
smatica o nucleare, come descritto sopra. In alcuni 
casi l’interazione fra il complesso ormone-recettore 
e il corrispondente HRE è sufficiente ad attivare i/ 
sistema (o elemento) genico promotore consenten- 
do l’inizio della trascrizione del gene strutturale. In 
altri casi il processo di attivazione del sistema pro- 
motore è più complesso e richiede l’intervento ol- 
tre che dell’HRE, di altri elementi di DNA e di fat- 
tori proteici di trascrizione. L'insieme di tutti questi 
elementi complessi costituisce, come già detto, l’u- 
nità di risposta all’ormone (HRU, “hormone re- 
sponse unit”). La comunicazione tra una HRU e 
l’apparato trascrizionale richiede a sua volta la par- 
tecipazione di una o più proteine che costituiscono 
la classe dei “co-regolatori”. Co-regolatori sono, ad 


_ esempio, la proteina legante il CRE (cAMP-respon- 


se element, la porzione di DNA che riconosce il 
cAMP) denominata CREB_(cAMP-response ele- 
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Figura 22.5 Modello schematico di una “protei- 
na Zipper” (bZIP) con due monomeri che inte- 
ragiscono fra di loro con i propri domini idrofo- 
bici (ricchi in leucina) e i “bracci” aperti basici 
deputati al legame con il CRE del DNA 


ment binding protein) e la proteina p300, spesso 
associata a CREB. Il complesso CREB-p300 
esprime attività acetil-transferasica su gruppi am- 
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minici di istoni facilitando il distacco di questi dal 
DNA. La CREB è una proteina “zipper” (a cernie- 
ra a lampo, bZIP) a struttura fortemente a-elicizza- 
ta, ricca di sequenze ripetitive e periodiche di resi- 
dui di leucina attraverso le quali due sub-unità inte- 
ragiscono idrofobicamente tra di loro, conferendo 
al dimero una conformazione a “Y” (Fig. 22.5). I 
due bracci della “Y” sono ricchi di residui ammi- 
noacilici basici (Arg, Lys) responsabili dell’intera- 
zione con il CRE del DNA. Altri fattori proteici che 
pure riconoscono il CRE possono invece modulare 
la trascrizione in senso inibitorio. 

Va puntualizzato che la stimolazione della tra- 
scrizione, cui consegue la formazione di una nuova 
proteina, non è prerogativa esclusiva degli ormoni 
di natura lipofilica. Anche ormoni idrofilici, quali 
gli ormoni ipofisari e alcuni fattori di crescita, han- 
no la possibilità di innescare la trascrizione di geni 
strutturali specifici, promuovendo la attivazione 
(per esempio, per fosforilazione) di particolari pro- 
teine intranucleari, a loro volta attivanti co-regola- 
tori della trascrizione. Che l’azione di tutti questi 
ormoni si esplichi a livello della trascrizione è di- 
mostrato dalla inibizione dei loro effetti funzionali 
da parte della Actinomicina D, un inibitore appunto 
della trascrizione. Uno schema delle diverse possi- 
bilità attraverso le quali differenti ormoni agiscono 
sul sistema trascrizionale è presentato nella Fig. 
22.6. 


ORMONI INSULINA Ea 
STEROIDEI 
PROTEICI EGF etc. IEEE bi 
(7-TMD) 
AAA dla «= «a MEMBRANA 
VVVI E Si LI — IPLASMATICA 
AD AA (0) ZeT5 3 \_/ 
cAMP MEK \ La 
I STAT 
PKA MAPK da 
i STATS 
AP, RÒ MEMBRANA 
CREB I Psi NF-KB NUCLEARE 
0300 


Figura 22.6 Rappresentazione schematica delle diverse possibilità attraverso le quali ormoni e so- 
stanze ormono-simili agiscono sul sistema trascrizionale con il coinvolgimento del complesso 


CBP-p300 


Mer rr —r.} bi, rr._r_r_—_—_—__—__—_—__—_- 
71MD = recettori a 7 domini transmembrana; PKA = proteinachinasi A; R = recettore nucleare per gli ormoni idro- 
fobici; EGF = fattore di crescita dell'epidermide; TNF = fattore di necrosi tumorale; STAT = trasduttori di segnale e 
attivatori della trascrizione; AP-1 = proteina AP-1; AC = adenilato ciclasi; RAS = proteina G monomerica; JAK = 
Janus chinasi, una proteina chinasi; NF-kB = fattore nucleare di trascrizione coinvolto nella risposta a fattori di cre- 


scita nervosi. 
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Stimolazione della traduzione. Alcuni ormoni 
(ormone dell’accrescimento, insulina e probabilmen- 
te anche gli ormoni tiroidei) stimolano la sintesi pro- 
teica attivando la fase di traduzione. L’evidenza che 
l’azione di questi ormoni si esplica a livello della tra- 
duzione, piuttosto che della trascrizione, proviene 
dalla mancata inibizione dei loro effetti da parte del- 
la Actinomicina D e dalle modificazioni morfologi- 
che che rivelano, fra l’altro, un aumento del rapporto 
poliribosomi/ribosomi liberi. I meccanismi moleco- 
lari di questi effetti sono poco noti. 


Azione sulla permeabilità delle 
membrane cellulari 


Alcuni ormoni agiscono modificando il traspor- 
to di taluni nutrienti (glucosio ed amminoacidi) at- 
traverso le membrane cellulari. Tipico esempio è 
quello dell’insulina a livello del sarcolemma delle 
cellule del muscolo scheletrico o della membrana 
plasmatica degli adipociti. Il trasporto del glucosio 
e degli amminoacidi attraverso queste membrane, 
che avviene per diffusione facilitata da specifiche 
proteine carrier, è attivo solo in presenza di insuli- 
na. ] carrier dei nutrienti vengono cioè attivati nel 
momento in cui l’ormone si lega al suo specifico re- 
cettore di membrana. Il meccanismo con il quale la 
formazione del complesso ormone-recettore stimo- 
la l’attività dei carrier adibiti al trasporto del gluco- 
sio e degli amminoacidi è ancora ignoto. Nel caso 
dell’insulina lo stimolo ormonale provoca fusione 
con la membrana plasmatica di vescicole intracellu- 
lari contenenti il carrier con inserimento di que- 
st’ultimo entro la membrana. 


Innesco del processo di 
trasduzione di segnali attraverso 
la membrana plasmatica 


Molti ormoni, con la mediazione del recettore 
cui si legano, promuovono l’innesco dei processi di 
trasduzione di segnali dalla membrana plasmatica 
all’interno delle cellule con liberazione di messag- 
geri secondari o biomodulatori. Questi, intervenen- 
do sullo stato di fosforilazione di proteine enzima- 
tiche, producono effetti di regolazione metabolica. I 
dettagli di questi eventi sono descritti nel Capitolo 
“Biochimica cellulare: trasduzione di segnali re- 
golatori dall’esterno all’interno della cellula”. 

Nella Tabella 22.II sono elencati gli ormoni sul- 
la base del meccanismo molecolare da essi utilizza- 
to per espletare la loro azione. 


Tabella 22.II 


Classificazione degli ormoni (endocrini, paracrini e 
autocrini) sulla base del meccanismo molecolare uti- 
lizzato per espletare la loro azione. 


I. Ormoni con recettori collocati sulla membrana 
plasmatica 


A |Secondo messaggero utilizzato: CAMP 
Angiotensina | 
Caldionina 
| Catecolamine (adrenalina, noradrenalina, dopa- 
mina, con recettore B-adrenergico) 
| Catecolamine (adrenalina, noradrenalina, dopa- 
mina con recettore 0y-adrenergico) 
Glucagone 
Gonadotropina corionica umana (hCG) 
Lipotropina (LPH) 
Ormone adrenocorticotropo (ACTH) 
Ormone antidiuretico (ADH) 
Ormone di rilascio dell’ACTH (cRH) 
Ormone follicolo-stimolante (FSH) 
Ormone luteinizzante (LH) 
'Ormone melanocita-stimolante (MSH) 
'Ormone paratiroideo (PTH) 
Ormone tireo-stimolante (TSH) 
Somatostatina 


B [Secondo messaggero utilizzato: CGMP 
Fattore natriuretico atriale (ANF) 


C [Secondo messaggero: Ca?* o inositolotrifosfato 
(o entrambi) 
Acetilcolina (con recettore muscarinico) 
Angiotensina Il 
Catecolamine con recettore a;-adrenergico 
Colecistochinina 
Fattore di crescita rilasciato dalle piastrine 
(PDGF) 
Gastrina 
Ormone antidiuretico (ADH, vasopressina) 
Ormone di rilascio della tireotropina (TRH) 
Ormone di rilascio della gonadotropina (GnRH) 
Ossitocina 


D | Cascata chinasica innescata dal recettore a tiro- 
sinachinasi 
Eritropoietina (EPO) 
Fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) 
Fattore di crescita dell'epidermide (EGF) 
Fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF) 
Fattore di crescita nervoso (NGF) 
sua e Fattori di crescita insulino-simili (IGF-I; 
IGFII) 
Ormone della crescita (GH) 
Prolattina (PRL) 
Somatomammotropina corionica (C$) 


Il. Ormoni con recettori citoplasmatici o nucleari 


Acido retinoico 

1,25-diidrocalciferolo (calcitriolo, 1,25,-(OH)p- 
vitamina D3/Dy) 

Ormoni androgeni, Ormoni estrogeni, Ormoni 

| progestinici 

Ormoni glucocorticoidi, Ormoni mineralcorticoidi | 
Ormoni tiroidei (T3 e T,) 
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Tabella 22.III 





Esempi di proto-oncogeni e di geni tumore-soppressori che, a seguito di mutazioni, possono generare tumori 














nell'uomo. 
Proto- Tumore prodotto 
oncogene 
ADI i Leucemia cronica mieloide 
Erb B-] Carcinoma a cellule squamose; astrocitoma 
Erb B-2 Adenocarcinoma della mammella, ovaio e stomaco 
Gip Carcinoma dell'ovaio e del surrene 
Gsp Adenoma dell’ipofisi; carcinoma della tiroide 
Myc Linfoma di Burkitt; carcinoma del polmone e del collo uterino 
L-Myc Carcinoma del polmone 
N-Myc Neuroblastoma; carcinoma a piccole cellule del polmone 
H-Ras Carcinoma del colon, polmone e pancreas; melanoma 
K-Ras Leucemia acuta mieloide e linfoblastica; melanoma; carcinoma della tiroide 
N-Ras | Carcinoma della tiroide e del tratto genito urinario 
Ret i Carcinoma della tiroide 
Ros Astrocitoma 
K-Sam i Carcinoma dello stomaco 
Sis | Astrocitoma 
Src Carcinoma del colon 
Trk | Carcinoma della tiroide 
Jun, Fos | Tumori vari 
Geni 
| Tumore- 
| oppressori 
i RBI Retinoblastoma; osteosarcoma; carcinoma del polmone, vescica e polmone 
P53 Astrocitoma; carcinoma della mammella, colon e polmone; osteosarcoma 
WT'] Tumore di Wilms 
DCC Carcinoma del colon 
NFI Neurofibromatosi di tipo 1 
FAP Carcinoma del colon 
Men-i | Tumore della parotide, pancreas, ipofisi, e corteccia surrenalica 





CONTROLLO DELLA 
PROLIFERAZIONE CELLULARE. 
PROTO-ONCOGENI E GENI 
SOPPRESSORI DELLA CRESCITA 
TUMORALE 


La proliferazione cellulare e la crescita tessutale 
sono processi molto complessi, ancora incompleta- 
mente noti. Gli ormoni e i fattori di crescita esplica- 
no un ruolo fondamentale nel controllo di questi 
processi, e numerosissime sono le proteine (recetto- 
ri, proteine G, proteine chinasi, proteine fosfatasi, 
fattori regolanti l’espressione genica, etc.) in essi 
coinvolte. Molte di queste proteine sono regolabili, 
proprietà essenziale affinché proliferazione e cre- 
scita si svolgano sotto controllo. Ciascuna proteina 
è codificata da un gene e mutazioni di questi geni 
possono portare ad esprimere proteine anomale con 
conseguenze anche disastrose sulla proliferazione e 


la crescita. Sono noti geni mutati (a causa spesso di 
infezioni virali), chiamati oncogeni, che producono 
proteine non più regolabili, con conseguente proli- 
ferazione non controllata e sviluppo di tumori. / 
corrispondenti geni normali sono chiamati proto- 
oncogeni. Sono pure noti geni (chiamati geni sop- 
pressori della crescita tumorale) che esprimono 
proteine il cui ruolo fisiologico è di interrompere il 
processo proliferativo. Mutazioni di questi geni 
possono comportare crescita incontrollata e svilup- 
po di tumore. Alcuni fra i proto-oncogeni e geni 
soppressori dei tumori, e i tumori che si sviluppano 
in seguito a loro mutazioni, sono elencati nella 
Tabella 22.III. 


ORMONI POLIPEPTIDICI 


Molti organi e moltissime cellule sono capaci di 
produrre ormoni di natura peptidica. La sintesi di 
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questi ormoni avviene con il meccanismo generale 
della sintesi proteica e per quelli che, come eritro- 
poietina, FSH, TSH e LH, sono di natura glicopro- 
teica, il completamento della molecola per aggiun- 
ta della porzione glicidica avviene, come già de- 
scritto, nell’apparato di Golgi. Anche gli ormoni 
estremamente semplici, come il TSHRF (il fattore 
di rilascio del TSH), che è costituito da tre soli ami- 
no acidi (glutammato, istidina e prolina), sono pro- 
dotti per proteolisi da precursori sintetizzati secon- 
do il canone generale della sintesi proteica. In un 
processo di degradazione proteolitica post-sintetica, 
1 precursori vengono demoliti in peptidi più o meno 
semplici, alcuni dei quali dotati di azione ormonale. 
È invece noto che altri peptidi naturali, come il glu- 
tatione, si formano per l’azione successiva di enzi- 
mi condensanti. Gli ormoni polipeptidici vengono 
inattivati per degradazione idrolitica catalizzata o 
da proteasi specifiche, come nel caso dell’insulina 
(insulinasi) e della angiotensina II (angiotensinasi), 
o da proteasi non specifiche. 


ORMONI DEL PANCREAS 


Insulina 


Struttura. La molecola dell’insulina è costituita 
da due catene polipeptidiche (A e B) formate rispet- 
tivamente da 21 e 30 amminoacidi. La struttura tri- 
dimensionale dell’insulina è assai compatta, anche 
per i numerosi legami salini ed idrogeno che, in ag- 


giunta ai due legami disolfuro, tengono coese le due 
catene A e B. In soluzione, dipendentemente dal pH 
e dalla forza ionica, le molecole dell’insulina fendo- 
no ad aggregarsi in strutture dimeriche, tetrameri- 
che o esameriche. La struttura quaternaria più facil- 
mente assunta dall’insulina in presenza di zinco (è 
appunto la ‘“zinco-insulina” che viene secreta dal 
pancreas) è quella esamerica. Due atomi di Zn ubi- 
cati nel cuore di tale struttura servono a stabilizzar- 
la. Si ritiene che l’insulina venga secreta dalle cel- 
lule B- (o B) pancreatiche (isole del Langherans) in 
forma esamerica, ma che la sua azione a livello del- 
le cellule bersaglio venga esplicata nella forma mo- 
nomerica. 


Biosintesi e catabolismo. L’insulina, il cui gene 
nell’uomo è localizzato nel braccio corto del cro- 
mosoma ll, viene sintetizzata in forma di un pre- 
cursore inattivo, la proinsulina. Questa consta di 
una unica catena polipeptidica formata, secondo la 
specie animale, da 78 a 86 residui. I due segmenti 
N- e C-terminali andranno a costituire rispettiva- 
mente le catene B e A dell’insulina (P.M. totale 
5734) mentre il segmento intermedio (peptide C, 0 
peptide di connessione) viene distaccato al momen- 
to della conversione proinsulina+ insulina (Fig. 
Ddl di 


Poiché in tutte le specie animali i due segmenti 
che formano le due catene dell’insulina contengono 
complessivamente 51 residui di amminoacidi (21 la 
catena A, 30 la B) la diversità di lunghezza della ca- 
tena polipeptidica della proinsulina riflette la lun- 
ghezza (variabile da specie a specie) del peptide C. 


PEPTIDE C 
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Figura 22.7 Schema della struttura della preproinsulina umana e struttura primaria dell’insulina 


Le frecce indicano i siti di idrolisi della proteasi che distacca il peptide C. | residui di arginina (Arg) vengono poi ri- 


mossi da una carbossipeptidasi B. 


III] (rr —————— "mn: AT] | 


In tutte le specie il peptide C è connesso con i due 
segmenti esterni da due coppie di amminoacidi ba- 
sici (Arg-Arg e Arg-Lys nella proinsulina bovina). 
In realtà la catena della proinsulina viene sinte- 
tizzata in forma di una proteina più complessa, la 
pre-proinsulina (Fig. 22.7). La sintesi avviene da 
parte dei ribosomi ancorati alla membrana del reti- 
colo endoplasmatico rugoso. E nell’ambito della 
pre-proinsulina che si formano i ponti disolfuro che 
caratterizzano la molecola dell’insulina. La pre- 
proinsulina neo-formata viene rilasciata nel lume 


reticolare dove viene trasformata in proinsulina. La 


trasformazione implica il distacco dalla estremità 
N-terminale di un polipeptide formato da 23 ammi- 
noacidi. Il distacco viene catalizzato da un enzima 
tripsino simile. Il peptide N-terminale della pre- 
proinsulina è denominato peptide “leader”, in 
quanto dirige la neoformata pre-proinsulina alla sua 
specifica destinazione: le vescicole del reticolo en- 
doplasmatico. La capacità della pre-proinsulina di 
attraversare le membrane intracellulari è conferita 
dalla idrofobicità del segmento “leader”, ricco di 
amminoacidi a resto idrofobico. 

La proinsulina viene trasformata in insulina nel- 
l’apparato di Golgi per proteolisi selettiva promos- 
sa dal “proinsulin converting enzyme” e liberazione 


| del peptide C: 


Pre-pro-insulina > Proinsulina + insulina 
(104 amminoacidi) (81 amminoacidi) (51 amminoacidi) 


_L’evento proteolitico richiede un ambiente acido 
che si realizza in vescicole, ricoperte di clatrina, 


— gemmate dal Golgi. Queste vescicole vengono ulte- 


riormente acidificate (pH 5.5 — 4.5), perdono la cla- 
trina (‘vescicole B”), completano la formazione di 
insulina e si fondono con la membrana plasmatica, 
rilasciando insulina e peptide C, ovviamente in 
quantità equimolecolari, nello spazio extracellula- 
re (esocitosi). 

È infatti la secrezione dell’insulina preformata, 
non la sua sintesi, l'evento immediatamente respon- 
sivo alla stimolazione delle cellule B da parte del 
glucagone. La secrezione nel sangue di quantità 
stechiometriche di insulina e di peptide C consente 
di utilizzare la concentrazione ematica di quest’ul- 
timo come indice di secrezione dell’insulina endo- 
gena nei soggetti diabetici, ai quali viene sommini- 
strata insulina (esogena). 

Il rilascio dell’insulina dalle cellule } è precedu- 
to da un aumento della concentrazione citoplasma- 
tica dei Ca?*, condizione necessaria per la fusione 
delle vescicole B con la membrana plasmatica. 
L’aumento dei Ca?* consegue alla interazione del 
glucagone e del glucosio con specifici recettori di 
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membrana delle cellule B, con meccanismo ancora 
non del tutto chiarito. L’insulina viene secreta nel- 
la vena pancreatica, che si riversa nel sistema por- 
tale. Prima di entrare nel circolo generale passa 
quindi attraverso il fegato, dove viene in parte de- 


 molita. 


Nell’uomo la vita media dell’insulina circolante 
è di 7-15 minuti. Responsabili della sua inattivazio- 
ne sono enzimi proteolitici contenuti nei lisosomi 
dei tessuti che la utilizzano. Il fegato possiede an- 
che /a glutatione-insulina trans-idrogenasi, che 
inattiva l’insulina riducendo in tioli i ponti disolfu- 
ro che tengono unite le due catene A e B: 


S 
4GSH + | | 


Pr 


insulina 


A + B + 4GSSG 
eo Pi N6H 


Una volta separate, le due catene vengono de- 
molite da proteasi lisosomali, denominate comples- 
sivamente ‘“insulinasi”. 


Regolazione della secrezione dell’insulina. La 
quantità di insulina secreta pro die è circa I 
unità/kg di peso. Questa quantità concorda con la ri- 
chiesta di circa 70 unità di insulina pro die nel dia- 
bete insulino privo. Nei soggetti adulti la quantità 
immagazzinata nel pancreas, sia in forma di insuli- 
na che di proinsulina, è pari a 350-400 unità. La no- 
tevole entità di questo deposito spiega come 1 fatto- 
ri di regolazione della secrezione insulinica agisca- 
no principalmente sul rilascio del deposito, piutto- 
sto che sulla sintesi dell’ormone. 

I due principali fattori di regolazione della secre- 
zione di insulina sono la concentrazione del gluco- 
sio nel sangue (glicemia) ed il glucagone. 
L'aumento della glicemia stimola la secrezione del- 
l’insulina, una sua diminuzione la inibisce. E per 
questo che la variazione della concentrazione di in- 
sulina nel sangue è parallela a quella della glicemia. 
Per esempio l’insulinemia di un soggetto normale a 
digiuno (10-20 uU/ml) si innalza rapidamente 
(100-140 uU/ml) per somministrazione di glucidi, 
per ritornare ai valori di partenza dopo 2 ore circa. 
La somministrazione di glucosio per os è più effica- 
ce sulla secrezione dell’insulina che non la sommi- 
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nistrazione di glucosio per via endovenosa. Il glu- 
cosio introdotto per via orale stimola infatti la se- 
crezione degli ormoni gastrointestinali (gastrina, 
secretina, pancreozimina ed enteroglucagone) che, 
analogamente al glucagone, stimolano la secrezione 
di insulina. 

Il meccanismo di stimolazione del glucosio è an- 
cora imperfettamente noto. E tuttavia molto proba- 
bile che lo stimolo da glucosio implichi due proces- 
s1: a) il legame del glucosio al suo recettore specifi- 
co (glucorecettore); b) la formazione di un interme- 
dio metabolico di natura glicidica. La combinazio- 
ne di questi due processi determina un aumento di 
Ca°* nelle cellule B ed una ridistribuzione intracel- 
lulare di questo catione. La risposta secretoria di 
insulina alla stimolazione da glucosio è tipicamen- 
te bifasica con un primo picco meno accentuato e 
più breve, seguito da un secondo picco più accen- 
tuato e di maggior durata: 


Glucosio 






Il fase 


Secrezione di insulina 
dopo stimolazione 


Secrezione 
basale 


La prima fase corrisponde al rilascio di insulina 
immagazzinata come riserva nelle cellule; la secon- 
da fase, particolarmente se prolungata, anche ad in- 
sulina di nuova sintesi. 

Il meccanismo di stimolazione da parte del glu- 
cagone è certamente secondario alla sua azione sul- 
la formazione del CAMP, ma il modo con cui l’au- 
mentata concentrazione cellulare di CAMP si tradu- 
ce in aumentata secrezione di insulina è ancora 
oscuro. Pertanto Ca°* e cAMP segnalano entro le 
cellule B l’azione del glucosio e del glucagone ri- 
spettivamente; in entrambi i casi ne consegue sti- 
molazione della secrezione insulinica. 


I recettori dell’insulina. I numerosi processi 
cellulari regolati dall’insulina sono dipendenti dal 
legame dell’insulina con i suoi recettori presenti 
nella membrana cellulare dei tessuti bersaglio, fon- 
damentalmente fegato, muscolo e tessuto adiposo. I 
recettori dell’insulina, di natura glicoproteica, sono 
saldamente ancorati alla membrana plasmatica. 
Sono recettori ad unica porzione Q-elicizzata intra- 
membrana in forma di dimeri tenuti legati da un 
ponte disolfuro. Altri recettori sono nell’interno 


della cellula, o perché dislocativi dalla membrana o 
perché, di recente sintetizzati, non sono ancora sta- 
ti inseriti nel contesto della membrana. 

Il numero di recettori di superficie può diminui- 
re o per diminuita sintesi, o per aumentata demoli- 
zione, o per internalizzazione. Questa possibilità di 
variazione del numero dei recettori di membrana, 
quelli con i quali interagisce l’insulina, costituisce 
il più importante fattore di controllo della sensibili- 
tà delle cellule all’insulina. La insulino resistenza è 
infatti spesso determinata da una diminuzione del 
numero dei recettori di membrana. Anche uno stato 
di iperinsulinemia può indurre una riduzione del 
numero di recettori di membrana senza tuttavia al- 
terare il numero totale dei recettori cellulari (Fig. 
22.8). Si tratta del fenomeno della ‘down regula- 
tion”. 


Un epatocita contiene 17.000 recettori circa ed 
un adipocita ne contiene 10.000 circa; è tuttavia 
sufficiente che l’insulina si leghi ad un decimo cir- 
ca di questi recettori per evocare nell’adipocita una 
sensibile risposta metabolica. La elevata affinità 
dell’insulina per i suoi recettori (10-!°M) è necessa- 
ria per la cattura delle poche molecole di insulina 
circolanti nel sangue: la concentrazione dell’insuli- 
na nel sangue è infatti dello stesso ordine (10-!°M). 
La cinetica dell’associazione dell’insulina con i 
suoi recettori indica una cooperatività negativa, nel 
senso che la capacità dei recettori liberi di legare 
l’insulina è tanto minore quanti più recettori si sono 
già legati all’ormone. 


Azione dell’insulina. L’azione dell’insulina, 
non appena l’ormone si è legato ai suoi recettori di 
membrana, si esplica sia modificando i processi di 
permeabilità di membrana (attivazione del traspor- 
to di glucosio — derivante dall’aumento dei ‘car- 
rier° GLUTI e GLUA in differenti tessuti -, degli 
amminoacidi e di alcuni ioni), sia modificando l’at- 
tività di alcuni enzimi intracellulari (es. attivazione 
della glicogeno sintetasi, della piruvato deidrogena- 
si e della acetil-CoA carbossilasi ed inibizione del- 
la fosforilasi e della lipasi adipolitica), sia promuo- 
vendo la sintesi di alcune proteine, quali la gluco- 
chinasi. Queste azioni derivano dall’aztività tirosi- 
no-chinasica propria del recettore attivato e dal 
conseguente innesco di diverse cascate di attivazio- 
ne di proteine chinasi, le quali operano a livello sia 
di enzimi propri del metabolismo sia di fattori con- 
nessi con i processi di trascrizione genica o di tra- 
duzione del mRNA in nuove proteine. A livello ope- 
rativo terminale alcune azioni, particolarmente 
quelle “metaboliche” sono conseguenti alla aztiva- 
zione di proteine fosfatasi, a loro volta attivate per 





17.000 totali 
10.000 di membrana 
7.000 intracellulari 
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Figura 22.8 Traslocazione dei recettori dell’insulina (T) dalla membrana all’interno della cellula in 
seguito ad esposizione prolungata di cellule di fegato all’insulina 


fosforilazione, e al coinvolgimento di uno specifico 
messaggero secondario. Infatti, secondo una recen- 
te ipotesi il recettore insulinico ad attività tirosina- 
chinasica attiverebbe per fosforilazione una fosfoli- 
pasi C la quale libererebbe nel citosol molecole di 
un glicano-fosfoinositide con funzione di messag- 
gero secondario. Per maggiori dettagli si veda il 
Capito “Biochimica cellulare: trasduzione di se- 
gnali regolatori dall’esterno all’interno della cel- 
lula”, sulle peculiarità funzionali del recettore del- 
l’insulina. 

La funzione principale dell’insulina è quella di 
stimolare la fase sintetica del metabolismo, pro- 
muovendo l’assunzione di glucosio e di amminoa- 
cidi da parte delle cellule di numerosi tessuti e sti- 
molando la sintesi del glicogeno, degli acidi grassi 
(e dei trigliceridi) e delle proteine. Concordemente 
il livello ematico dell’insulina è rigorosamente con- 
trollato in funzione dello stato metabolico dell’or- 
ganismo. 

Azione sul metabolismo glucidico. L’insulina 
stimola l’utilizzazione del glucosio in tutti i tessuti, 
con l’eccezione forse del cervello, ma con meccani- 
smi diversi. Nel muscolo e nel tessuto adiposo la 
maggior utilizzazione del glucosio è primariamente 
dovuta ad attivazione della sua diffusione facilitata 
attraverso la membrana cellulare. Le membrane 
cellulari di altri tessuti, in particolare fegato e cer- 
vello, sono invece permeabili al glucosio che può 
penetrare nelle cellule per libera diffusione indipen- 
dentemente dall’azione dell’insulina. Nel fegato 
l’azione di stimolo dell’insulina sulla utilizzazione 
dei glucidi (che, nel periodo post prandiale, pene- 
trano facilmente negli epatociti, in virtù di un gra- 
diente di glucosio circolo portale/cellule epatiche 
molto favorevole) consegue innanzittutto ad indu- 
zione della sintesi della glucochinasi. 

L’aumentato ingresso del glucosio nelle cellule 
per stimolo del suo trasporto attraverso la membra- 
na cellulare, o l’incremento della sua fosforilazione 


da parte della glucochinasi, comporta un aumento 
della glicolisi e, specie nel fegato, una più intensa 
sintesi di glicogeno. L'incremento della glicogeno- 
sintesi e la simultanea restrizione della glicogenoli- 
si sono causati da stimolazione della glicogeno sin- 
tetasi e da inibizione della glicogeno fosforilasi da 
parte dell’insulina, verosimilmente per il tramite di 
proteine-fosfatasi attivate per azione dell'ormone. 
È anche possibile che l’insulina attenui l’azione del 
cAMP, stimolando la formazione del suo antagoni- 
sta, il cGMP. È stimolando analogamente la defo- 
sforilazione degli enzimi che l’insulina incrementa 
l’attività della fosfofruttochinasi II (per ridotta for- 
mazione di fruttosio-2,6-difosfato) e della piruvato 
deidrogenasi, promuovendo la formazione e l’uso 
di acetil-CoA di origine glicidica nel ciclo di Krebs. 

In aggiunta agli effetti descritti, l’insulina inibi- 
sce la gluconeogenesi, reprimendo la biosintesi di 
alcuni enzimi che partecipano al processo: in parti- 
colare la fosfoenolpiruvato carbossichinasi e la glu- 
cosio-6-P-fosfatasi. 

Stimolando la utilizzazione del glucosio ed ini- 
bendone la formazione da metaboliti non glucidici, 
l’insulina previene l'accumulo di glucosio nel san- 
gue (iperglicemia). In un individuo normale il glu- 
cosio del sangue viene completamente ricambiato 
in 5 minuti per estrazione dal sangue da parte dei 
tessuti che lo consumano ed immissione nel sangue 
da parte del fegato e dell’intestino. Questi due pro- 
cessi opposti sono normalmente mantenuti all’equi- 
librio, sicché la glicemia (contenuto di glucosio nel 
sangue) è stabilizzata fra i 65 e 110 mg per 100 ml. 
La somministrazione di insulina altera questo equi- 
librio facilitando l’uscita del glucosio dal sangue, 
inducendo ipoglicemia. Se /’'ipoglicemia è partico- 
larmente rapida ed intensa le funzioni del cervello, 
che ricava energia primariamente, se non esclusiva- 
mente, dal glucosio, vengono compromesse a volte 
drammaticamente con la comparsa di uno stato di 
shock e coma. Un regolare ma bilanciato livello di 
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insulina è dunque necessario per un normale fun- 
zionamento dell’organismo. Tenendo presente che 
la secrezione dell’insulina dal pancreas è stimolata, 
secondo una correlazione positiva, dal livello del 
glucosio nel sangue e che l’azione dell’insulina pro- 
duce una maggiore utilizzazione di glucosio, si può 
concludere che l’insulina segnala un’abbondanza di 
glucosio. Per contro i due ormoni antagonisti, glu- 
cagone ed adrenalina, segnalano una scarsità di glu- 
COSIO. 


Azione sul metabolismo lipidico. L’insulina sti- 
mola la sintesi degli acidi grassi (lipogenesi) e la lo- 
ro esterificazione in trigliceridi. Entrambe queste 
azioni, particolarmente evidenti a livello del tessuto 
adiposo, sono conseguenza dell’aumentata utilizza- 
zione del glucosio. L’accelerata trasformazione del 
glucosio in piruvato e quindi in acetil-CoA, e ossa- 
lacetato spiega l’aumento della lipogenesi. Infatti 
la forte produzione di citrato ne consente l’esporta- 
zione dal mitocondrio al citosol, senza detrimento 
al buon funzionamento del ciclo di Krebs, e la con- 
comitante stimolazione da parte dell’insulina della 
citrato-liasi e della acetil-CoA carbossilasi, enzimi 
citosolubili, facilita la formazione, sempre nel cito- 
sol, di acetil-CoA e malonil-CoA, i precursori della 
biosintesi ex novo degli acidi grassi. Anche la for- 
mazione degli enzimi del sistema di biosintesi de- 
gli acidi grassi è stimolata dall’insulina. Va notato 
che la formazione nel citosol di ma/onil/-CoA, in- 
staura, da parte di questo metabolita, l’inibizione 
del sistema carnitina-dipendente di trasporto degli 
acili entro i mitocondri, con conseguente arresto del 
flusso metabolico della f-ossidazione. Pertanto, 
con il “governo” dell’insulina l’approvvigionamen- 
to di acetil-CoA per il funzionamento del ciclo di 
Krebs avviene a carico di glucosio. L’aumento del 
glicerolo-3-fosfato, prodotto collaterale della glico- 
lisi, spiega a sua volta l’aumentata esterificazione 
degli acidi grassi in trigliceridi, particolarmente del 
tessuto adiposo. All’aumento dei trigliceridi con- 
corre anche /a potente azione inibitrice dell’insuli- 
na sulla lipasi del tessuto adiposo, probabilmente 
riferibile ad una diminuzione di cAMP per stimola- 
zione della fosfodiesterasi. A ciò si aggiunge l’azio- 
ne attivatoria esercitata dall’insulina sulla lipopro- 
teina-lipasi con distacco dai chilomicroni degli aci- 
di grassi (di origine alimentare) che il tessuto adipo- 
so assume ed incorpora nei trigliceridi. L'effetto an- 
tilipolitico dell’insulina si realizza a concentrazio- 
ni di insulina molto più basse di quelle richieste per 
altri effetti metabolici dell’ormone (Fig. 22.9A). 
Conseguenza dell’azione antilipolitica dell’insulina 
è la marcata diminuzione dei NEFA ematici. La ral- 
lentata corrente degli acidi grassi dal tessuto adipo- 





so al fegato spiega anche l’azione antichetosica del- 
l'insulina: infatti la carenza di acidi grassi, con ab- 
bondanza di glucosio, porta a forte riduzione della 
produzione di corpi chetonici da parte del fegato. 


Azione sulla sintesi delle proteine. La sommini- 
strazione dell’insulina stimola in quasi tutti i tessu- 
ti la incorporazione degli amminoacidi nelle protei- 
ne. L’accelerata sintesi proteica è espressione sia di 
un attivato trasporto degli amminoacidi attraverso 
le membrane cellulari, sia di una aumentata capaci- 
tà dei ribosomi a sintetizzare le catene polipeptidi- 
che. E per questa stimolazione della sintesi protei- 
ca, oltre che per l’azione antigluconeogenica, glico- 
genosintetica e lipogenica che l’insulina viene con- 
siderata un tipico ormone anabolico. 

Nella Tabella 22.IV vengono riassunti i princi- 
pali effetti metabolici esplicati dall’insulina. 

Effetti di stimolazione della biosintesi proteica, 
replicazione cellulare e crescita tessutale, simili a 
quelli dell’insulina, sono evocati anche dagli ormo- 
ni polipeptidici denominati IGF-I ((‘“Insulin-like 
growth factor I”, o somatomedina G) e IGF-II (0 
‘attività stimolante la moltiplicazione, MSA”), l’u- 
no di 70, l’altro di 67 amminoacidi. L’IGF-I, pro- 
dotto dal fegato ed altri tessuti stimola la crescita 
delle ossa e della cartilagine, 1’IGF-II, prodotto da 
vari tessuti extraepatici, svolge probabilmente un 
ruolo nello sviluppo embrionale. 

Diabete mellito. Una deficienza di insulina, o un 
difetto della sua azione, produce il diabete pancrea- 
tico 0 diabete mellito, che si estrinseca con altera- 
zioni metaboliche dovute fondamentalmente ad una 


Tabella 22.IV 


Effetti metabolici dell’insulina sui principali tessuti ber- 
saglio “in vivo”. 
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Figura 22.9 Azione biologica dell’insulina în funzione della sua concentrazione 


A = Effetto sulla lipolisi, la sintesi del glicogeno e la glicemia; 
B = Azione insulinica e diminuito numero di recettori: diminuita sensibilità; 
C = Azione insulinica e difetto post-recettoriale: diminuita risposta. 


diminuita capacità dei vari tessuti ad utilizzare il 
lucosio. Ne deriva la iperglicemia che ne è l’e- 
spressione più caratteristica. Quando la glicemia 
supera il valore “soglia” (160-180 mg/100 ml) il 
elucosio viene eliminato dai reni e compare nelle 
urine: glicosuria. A determinare l’iperglicemia con- 
corre anche l’accentuata gluconeogenesi a spese di 


amminoacidi che vengono distolti dalla loro funzio- 
ne primaria, la sintesi proteica. 

La diminuita utilizzazione del glucosio obbliga 1 
tessuti a ricavare energia dai lipidi e dagli ammino 
acidi. La conseguente accentuata “mobilizzazione” 
di acidi grassi dal tessuto adiposo (provocata dalla 
concomitante preclusione dell’uso del glucosio), in- 
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duce aumento dei NEFA nel sangue. La captazione 
da parte del fegato di una maggior quantità di acidi 
grassi e glicerolo liberati dal tessuto adiposo produ- 
ce steatosi epatica ed aumento delle lipoproteine a 
bassissima densità nel sangue. Inoltre quando la 
maggior produzione dei corpi chetonici, prodotti 
dal catabolismo epatico degli acidi grassi, non è 
controbilanciata da una adeguata utilizzazione ossi- 
dativa nei tessuti extraepatici, si ha /oro accumulo 
nel sangue (chetonemia) ed eliminazione con le uri- 
ne (chetonuria). Un eccesso di corpi chetonici è 
dannoso, in quanto può alterare l’equilibrio “acido- 
base” ed “idrico-salino” del plasma e dell’organi- 
smo con istaurarsi di acidosi; questa condizione, 
nota come chetosi o acidosi diabetica, può portare 
al coma. 

La insulino deficienza produce il diabete di tipo 
I, o insulina dipendente, al quale si ascrive il 10% 
circa dei diabetici. La insulino resistenza produce il 
diabete di tipo II, o insulina indipendente, molto 
più diffuso (90% dei diabetici). / diabetici di tipo Il 
sono generalmente obesi, hanno elevati tassi ema- 
tici di insulina e recettori insulinici superficiali 
scarsi per “down regulation”. 

Nella terapia del diabete di tipo I si impiega in- 
sulina umana ottenuta con la tecnica del DNA ri- 
combinante o insulina porcina, che differenziando- 
si da quella umana solo per l’amminoacido C-ter- 
minale della catena B (alanina al posto di treonina), 
provoca nell’uomo una molto scarsa reazione im- 
munitaria. Va ricordato che, comunque, la sommini- 
strazione prolungata di insulina porcina, ma anche 
umana, porta, col tempo, allo sviluppo di anticorpi 
antiinsulina. 


Resistenza all’insulina o insulino-resistenza. 
Per insulino-resistenza si intende ogni condizione 
nella quale una determinata quantità di insulina 
evoca una risposta biologica subnormale. La insuli- 
no-resistenza consegue all’uno o all’altro dei mec- 
canismi eziologici elencati nella Tabella 22.V. 

Per una più dettagliata presentazione degli 
aspetti biochimici dell’‘“insulino-resistenza” e della 
“sindrome metabolica” (di cui l’insulino dipenden- 
za è una componente importante) si veda il Capitolo 
“Biochimica cellulare: trasduzione di segnali re- 
golatori dall’esterno all’interno della cellula”. 


Anomala composizione dell’insulina. La sostitu- 
zione di un amminoacido con un altro per mutazio- 
ne genica può diminuire o annullare l’attività del- 
l’insulina, quando l’amminoacido sostituito occupa 
posizione critica per l’azione dell’ormone. Per 
esempio, in un paziente diabetico che presentava 
elevati livelli glicemici e insulinemici si è potuto 


Tabella 22.V 


Meccanismi dell’insulino-resistenza 
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accertare che la sua insulina era anomala per sosti- 
tuzione del residuo di fenilalanina nella posizione 
24 della catena f con quello di leucina. Ovviamente 
questo paziente rispondeva molto bene alla sommi- 
nistrazione di insulina esogena. 


Incompleta conversione della proinsulina in in- 
sulina. Questo difetto, ancora riferibile ad anomalia 
del gene della pre-proinsulina, consiste nella sosti- 
tuzione di un residuo di amminoacido con un altro 
nella zona di distacco del peptide di connessione 
con l’insulina. Questa sostituzione previene l’attac- 
co proteolitico della proteasi responsabile della 
conversione proinsulina + insulina. 


Elevata concentrazione in circolo degli antago- 
nisti insulinici. Può trattarsi di antagonisti ormona- 
li, quali cortisolo, ormone dell’accrescimento, glu- 
cagone e catecolamine o di anticorpi antiinsulinici, 
che vengono prodotti nei pazienti trattati cronica- 
mente con insulina esogena. Più che produrre una 
vera e propria insulino resistenza, questi anticorpi, 
legando e non rilasciando l’insulina presente nel 
plasma, modificano il decorso dell’azione dell’in- 
sulina esogena. Altra possibilità è costituita dalla 
formazione di (auto) anticorpi anti-recettori dell’in- 
sulina che, legandosi agli stessi recettori, ne preven- 
gono il legame con l’insulina. 


Deficienza dei recettori insulinici. Un diminuito 
numero di recettori di membrana dell’insulina è al- 
la base di alcune situazioni patofisiologiche, le più 
comuni delle quali sono l’obesità ed il diabete insu- 
lino indipendente (tipo II). Poiché le cellule sono 
dotate di molti più recettori (il 90% dei recettori so- 
no recettori di riserva solo potenzialmente funzio- 


Tabella 22.VI 


Effetto di vari substrati, ormoni e neurotrasmettitori sul- 
la secrezione di insulina e glucagone. 
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nanti) di quanti si leghino effettivamente all’insuli- 
na, la diminuzione del loro numero totale comporta 
una minore probabilità di legame con l’insulina par- 
ticolarmente quando questa è presente in piccole 
quantità. Ciò implica uno spostamento a destra del- 
la curva che esprime l’entità della risposta a dosi 
crescenti di insulina; solo a concentrazioni elevate di 
insulina la risposta è massimale (Fig. 22.9B). La di- 
minuzione del numero dei recettori dell’insulina im- 
plica quindi una diminuita sensibilità all'insulina. 
Difetti post-recettoriali. Consistono in un ano- 
malo “accoppiamento” fra complesso ‘insulina-re- 
cettore” e trasporto del glucosio ed altri eventi me- 


Glucagone: 
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tabolici indotti dall’insulina. Questi difetti si rivela- 
no con una diminuzione dell’azione insulinica ad 
ogni concentrazione: diminuita capacità di risposta 
all’insulina (Fig. 22.9C). 

Nella Tab. 22.VI sono riassunti gli effetti sulla 
secrezione di insulina e glucagone esercitati da va- 
rie sostanze fisiologiche. 


Glucagone 


Struttura e secrezione. Il glucagone è un poli- 
peptide composto da 29 amminoacidi (PM 3485), 
che viene sintetizzato nelle cellule a (0 A) del pan- 
creas in forma di pre-ormone e accumulato in ve- 
scicole di secrezione. Il precursore primario del 
glucagone (proglucagone) è costituito da 160 am- 
minoacidi. Esso viene prima scisso in due fram- 
menti, il più piccolo dei quali (69 amminoacidi), 
denominato glicentina, viene prodotto per proteoli- 
si selettiva del glucagone. La sequenza amminoaci- 
lica del glucagone è presentata nella Fig. 22.10. La 
secrezione del glucagone che, analogamente all’in- 
sulina, viene immesso nel circolo portale per ‘’eso- 
citosi”, è stimolata da un basso livello di glucosio 
nel sangue (ipoglicemia). Oltre che dal pancreas il 
glucagone viene prodotto dalle cellule L dell’inte- 
stino tenue con l’ingresso del bolo alimentare: ente- 
roglucagone. La principale funzione dell’enteroglu- 
cagone è di produrre un anticipato stato di ipergli- 
cemia, e di stimolare la secrezione dell’insulina. A 
sua volta la secrezione dell’enteroglucagone è sti- 
molata da una elevata concentrazione di glucosio 
nel lume intestinale. 


Azione. I tessuti bersaglio del glucagone sono il 
fegato ed il tessuto adiposo. Nelle cellule di entram- 
bi questi tessuti, legandosi agli specifici recettori di 
membrana, il glucagone stimola l’adenilato ciclasi 


NH;-His-Ser-GIn-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-Leu-Asp-Ser-Arg- 


-Arg-Ala-GIn-Asp-Phe-Val-Glu-Trp-Leu-Met-Asn-Thr-COOH 


Somatostatina 14: NH--Ala-Gly- Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser- Cys- COOH 


S 
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Somatostatina 28: NH;-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-Ala-Gly- 
-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Th r-Phe-Thr-Ser-Cys-COOH 
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Figura 22.10 Sequenze amminoacidiche del glucagone e delle somatostatine a C14 e 18 amminoa- 


cidi 


Nella somatostatina 28 la sequenza amminoacidica in grassetto è uguale a quella della somatostatina 14. 
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aumentando la concentrazione intracellulare di 
cAMP. Nel fegato il glucagone stimola in tal modo 
la glicogenolisi e nel tessuto adiposo la lipolisi: co- 
sì si spiega l’aumento dei livelli ematici del gluco- 
sio e, rispettivamente, dei NEFA, provocato del glu- 
cagone. SI tratta di un’azione contraria a quella del- 
l’insulina ed analoga a quella dell’adrenalina; va 
tuttavia notato che il fegato è molto più sensibile al- 
l’azione del glucagone che non dell’adrenalina, 
mentre il muscolo è sensibile solo all’adrenalina. 

All’effetto iperglicemizzante del glucagone con- 
tribuisce anche la stimolazione della gluconeogene- 
si epatica, ascrivibile all’incremento degli ammi- 
noacidi liberi derivanti da un aumento della proteo- 
lisi, ma soprattutto ad induzione degli enzimi chia- 
ve della gluconeogenesi, in particolare la fosfoenol- 
piruvatocarbossicinasi (che è invece depressa dal- 
l’insulina). L’aumentata produzione dei corpi che- 
tonici, indotta dal glucagone, è conseguenza del- 
l’aumentato apporto al fegato di acidi grassi prove- 
nienti dal tessuto adiposo, nonché dall’induzione, 
promossa dall'ormone, dalla carnitina aciltransfe- 
rasi I, il che incrementa l’ingresso degli acidi gras- 
sì nei mitocondri e quindi la loro degradazione, 
particolarmente nel fegato. Stimolando il cataboli- 
smo (ormone catabolico), il glucagone controbilan- 
cia l’azione anabolica dell’insulina (ormonale ana- 
bolico) (Tab. 22.VII). 

Il glucagone ha un’azione diabetogena molto 
maggiore di quanto si ritenesse qualche tempo fa. Si 
ritiene infatti che la iperglicemia a digiuno, manife- 
stazione di un diabete di una certa gravità, consegua 
ad eccesso di glucagone, mentre una deficienza di 


Tabella 22.VII 


Antagonismo fra insulina e glucagone. 
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insulina sarebbe responsabile solo dell’iperglicemia 
postprandiale. Sarebbe tuttavia errato crearsi del 
glucagone un’immagine negativa: è infatti il gluca- 
gone che, stimolando l’immissione del glucosio nel 
sangue, provvede al congruo sostentamento energe- 
tico dei tessuti più vitali, cervello in primis, la cui 
sorgente energetica è costituita dal glucosio. Il cer- 
vello umano normalmente funzionante richiede 6 g 
di glucosio per ora e tale fabbisogno non verrebbe 
adeguatamente o tempestivamente fornito se il con- 
tenuto in glucosio del sangue arterioso scendesse al 
di sotto di un limite critico. Il glucagone adempie a 
questo compito stimolando la glicogenolisi in con- 
dizioni di normale alimentazione e la gluconeoge- 
nesi in condizioni di digiuno. 

La secrezione del glucagone, come pure dell’in- 
sulina, è stimolata da varie sostanze, tra cui ammi- 
noacidi, in particolare l’arginina (Tab. 22.VI). 


Somatostatina 


La somatostatina è un ormone polipeptidico pre- 
sente in due forme, costituite da 14 e 28 amminoa- 
cidi rispettivamente (somatostatina 14 e somatosta- 
tina 28, vedi Fig. 22.10) provenienti entrambe dalla 
frammentazione selettiva di un precursore di 116 
amminoacidi. I secondi 14 amminoacidi della so- 
matostatina 28 sono gli stessi e con la stessa se- 
quenza della somatostatina 14. E secreta dalle cel- 
lule D delle isole pancreatiche, sede di maggior pro- 
duzione, dall’ipotalamo e da alcune cellule dell’epi- 
telio intestinale. La sua azione, dovuta ad una dimi- 
nuita formazione di cAMP e riduzione della libera- 
zione di Ca?* nel citosol, consiste nella diminuzione 
delle secrezioni del tratto gastro intestinale durante 
il passaggio del materiale alimentare con l’allunga- 
mento del tempo di svuotamento gastrico, rallenta- 
mento dei processi digestivi, riduzione dell’assorbi- 
mento dei nutrienti quali lo stesso glucosio, diminu- 
zione del flusso ematico a livello splenico. /nibisce 
pure la secrezione dell’ormone della crescita, dell’ 
insulina e del glucagone. 


ORMONI CHE REGOLANO 
L'OMEOSTASI DEL CA?*: 
PARATORMONE, CALCITONINA E 
CALCITROLO 


Paratormone e calcitonina, insieme con il calci- 
triolo, sono adibiti all’’omeostasi degli ioni calcio e 
fosfato. Da questa omeostasi dipende la costanza 
della normale ca/cemia (concentrazione del calcio 
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nel sangue), il cui valore è intorno ai 10 mg/100 ml 
di sangue. Il mantenimento di questo valore e di 
quello della fosfatemia (la concentrazione del fosfa- 
to inorganico nel sangue è pari a circa 5 mg/100 
ml) è fondamentalmente dipendente dall’equilibrio 
dei due sistemi endocrini antagonisti: i/ paratormo- 
ne e il calcitriolo (1,25(0H), - D;) che esplicano 
azione ipercalcemizzante e la calcitonina con azio- 
ne ipocalcemizzante. Uno squilibrio fra questi or- 
moni può indurre ipocalcemia (prevalenza della 
calcitonina sul paratormone e calcitriolo) od iper- 
calcemia (prevalenza del paratormone e del calci- 
triolo sulla calcitonina). La ipocalcemia può porta- 
re a tetania, l’ipercalcemia può indurre bradicardia, 
aritmia e perfino fibrillazione ventricolare. 

Per comprendere la rilevanza dell’omeostasi del 
calcio e del fosfato occorre ricordare che un uomo 
adulto normale contiene circa 1kg di calcio, di cui 
circa 1 g nei tessuti (a sede prevalentemente extra- 
cellulare), 500 mg nel sangue e il rimanente nelle 
ossa, sotto forma di idrossiapatite, che è un sale cal- 
cico, [Ca (PO4);]: «Ca (OH).. La filtrazione emati- 
ca a livello del glomerulo renale porta alla momen- 
tanea fuoriuscita di circa 10 g di calcio al giorno, 
con un riassorbimento quasi completo: soltanto 
150-400 mg di calcio vengono eliminati giornal- 
mente con le urine. Per sopperire a questa perdita è 
necessario introdurre con gli alimenti fino a 800- 
1000 mg di calcio al giorno, in considerazione del 
fatto che l’assorbimento intestinale del calcio- è in- 
completo. Lo scambio di calcio fra tessuto osseo e 
sangue è di circa 500 mg al giorno. 

Se si considera che l’equilibrio degli ioni calcio 
e fosfato è necessario per la calcificazione delle 0s- 
sa e dei denti, per il controllo della attività del siste- 
ma nervoso e muscolare, per la coagulazione del 
sangue, per la trasduzione di segnali attraverso la 
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membrana plasmatica e per la regolazione dell’ade- 
sività delle cellule, si comprende l’importanza di un 
equilibrio fisiologico fra questi ormoni. 


Paratormone (ormone 
ipercalcemizzante) 


Struttura ed azione. Il paratormone è un poli- 
peptide, costituito da 84 amminoacidi, secreto dalle 
paratiroidi. Sintetizzato in forma di pre-proparator- 
mone inattivo, di 115 amminoacidi, viene trasfor- 
mato per proteolisi selettiva in paratormone nelle 
vescicole dell’apparato di Golgi. La proteolisi con- 
siste nel distacco dapprima di un segmento amino- 
terminale contenente 25 amminoacidi (sequenza 
segnale), con formazione del pro-paratormone, € 
quindi di un esapeptide (Fig. 22.11). La porzione 
attiva dell’ormone è costituita dai primi 35 aminoa- 
cidi a partire dall’estremità aminoterminale. Il para- 
tormone viene secreto in circolo per esocitosi. 

L’azione del paratormone si esplica direttamen- 
te sui tubuli renali e sulle ossa ed indirettamente 
sulle cellule intestinali. A livello dei tubuli renali il 
paratormone previene il riassorbimento degli ioni 
fosfato, inducendone una maggiore eliminazione 
con le urine; quando questo si verifica in misura ab- 
norme (fosfaturia) si può avere formazione di cal- 
coli di fosfato. Altra conseguenza della maggior eli- 
minazione urinaria dei fosfati è la diminuzione del- 
la loro concentrazione ematica: ipofosfatemia; per 
contenere questa diminuzione vi è un richiamo di 
fosfato delle ossa. Poiché il fosfato si trova nelle os- 
sa in forma di idrossiapatite, la scomposizione di 
quest’ultima comporta anche rilascio di Ca?* dalle 
ossa al sangue. Va tuttavia sottolineato che il para- 
tormone, mentre inibisce il riassorbimento renale 


SEQUENZA SEGNALE 
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Figura 22.11 Sequenza amminoacidica del paratormone umano e schema del processo della sua 
formazione, per proteolisi selettiva, a partire dal pre-pro-paratormone 


FOCA, [I I SO 0° i ————————rPrP———T-È.È&—__@k-__2Z21____—72p7TYTP.P  ___«AEZ=8I 
Il distacco proteolitico della sequenza segnale avviene nel reticolo endoplasmatico, mentre quello dell’esapeptide nel- 
l'apparato del Golgi. In condizioni di normocalcemia solo una piccola quota (circa il 5%) di paratormone viene im- 
magazzinato nelle vescicole di secrezione, e la rimanente quota raggiunge | lisosomi dove viene completamente de- 
molito. | primi 34 amminoacidi (a partire sall’estremità N-terminale) del paratormone (la parte della sequenza in blu 
e grassetto) costituiscono la parte attiva dell'ormone in grado anche di agire come tale. 
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del fosfato, stimola il riassorbimento dei Ca?*. A li- 
vello delle ossa il paratormone stimola, in sintonia 
con il calcitriolo, la “mobilizzazione” dei Ca?* in- 
crementando la attività sia degli osteociti che degli 
osteoclasti, in tal modo aumentando il turnover dei 
Ca?*. A livello dell’intestino il paratormone stimo- 
la l'assorbimento dei Ca?*: Questa azione non è tut- 
tavia diretta, bensì mediata dal calcitriolo, la forma 
fisiologicamente attiva della vitamina D; . Il para- 
tormone stimola infatti la formazione del calcitrio- 
lo dal calcidiolo a livello renale, inducendo la 1-cal- 
cidiolo (25,idrossicalciferolo) idrossilasi. 

All’aumento della calcemia provocato dal para- 
tormone concorrono dunque: 1) l’aumentato rias- 
sorbimento renale dei Ca?*; 2) il rilascio dei Ca?* 
dalle ossa indotto sia direttamente che indiretta- 
mente come conseguenza della ipofosfatemia; 3) 
l’aumentato assorbimento intestinale dei Ca?* in- 
dotto con la mediazione del calcitriolo. 

Sulle cellule degli organi bersaglio (reni ed ossa) 
Il paratormone agisce stimolando l’adenilato cicla- 
sî ed inducendo un aumento del cAMP. Il meccani- 
smo, 0 1 meccanismi, con i quali l’aumento del 
cAMP evoca in diversi tessuti bersaglio gli effetti 
descritti è ancora oscuro. 

La biosintesi e la secrezione del paratormone da 
parte delle paratiroidi viene innanzitutto regolata 
dalla calcemia. Una diminuzione della calcemia ha 
effetto stimolante, mentre un aumento effetto inibi- 
torio. È quindi la concentrazione ematica dei Ca?* 
che modula la immissione in circolo del paratormo- 
ne. Poiché il paratormone ha azione ipercalcemiz- 
zante è ovvio che detta modulazione mantiene la 
calcemia costante. I livelli ematici del calcitriolo in- 
fluenzano pure la produzione del paratormone: bas- 
si livelli l’aumentano, alti livelli la deprimono. 
Inoltre la ipomagnesiemia inibisce la secrezione, 
mentre la prostaglandina PGE; e i B-antagonisti 
dell’adrenalina la aumentano. 

Iper- e ipoparatiroidismo. Una iperattività para- 
tiroidea determina ipercalcemia, che consegue so- 
prattutto ad aumentato riassorbimento renale ed as- 
sorbimento intestinale dei Ca?*. Il maggior rilascio 
di Ca?* da parte delle ossa non sembra altrettanto 
importante, come è anche testimoniato dalla relati- 
vamente scarsa decalcificazione delle ossa. 
L’ipoparatiroidismo si manifesta con ipocalcemia, 
che a volte, ma non frequentemente, produce teta- 
nia e più raramente disturbi psichici. 


Calcitonina (ormone 
ipocalcemizzante) 


Struttura ed azione. La calcitonina, elaborata 
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Figura 22.12 Sequenza amminoacidica della 
calcitonina 


dalle cellule C parafollicolari della tiroide, è un po- 
lipeptide costituito da 32 residui di amminoacidi 
che, analogamente agli ormoni già descritti, viene 
sintetizzato in forma di pro-ormone inattivo, tra- 
sformato in ormone per proteolisi nelle vescicole di 
Golgi e secreto in circolo per esocitosi. Analo- 
gamente alla vasopressina ed alla ossitocina, i 7 am- 
minoacidi N-terminali della calcitonina sono cicliz- 
zati da un ponte disolfuro fra i due residui 1 e 7 del- 
la cisteina (Fig. 22.12). 

Da rilevare che l’amminoacido C-terminale, la 
prolina, è ammidato. 

In terapia viene utilizzata la calcitonina del sal- 
mone, che è molto più attiva delle altre, compresa 
quella umana, sia per la maggior resistenza alla de- 
gradazione nei tessuti periferici, sia per la maggior 
affinità per 1 recettori. 

La calcitonina abbassa i Ca°* ed il P, del san- 
gue, diminuendo il rilascio di Ca°* e P, dalle ossa. 
Questa diminuzione si accompagna anche a dimi- 
nuita produzione di fosfatasi alcalina e a diminuita 
eliminazione di idrossiprolina con le urine. La cal- 
citonina aumenta altresì la eliminazione renale di 
Ca°* e P;e ciò contribuisce ulteriormente all’abbas- 
samento dei Ca°* e del Pi ematico. La calcitonina 
non influenza invece l’assorbimento intestinale dei 
Ca?* (Tab. 22.VIII). 

La secrezione della calcitonina aumenta in ri- 
sposta ad un aumento della calcemia e viceversa. 
Queste risposte sono opposte a quelle che si hanno 
nella secrezione del paratormone. In virtù della sua 
azione mineralizzante, la calcitonina viene impie- 
gata nella terapia del morbo di Paget e di altre for- 
me di decalcificazione ossea. 


Calcitriolo (ormone 
ipercalcemizzante) 


Struttura ed azione. Il calcitriolo si forma nel- 
l’organismo a partire dalla vitamina D; (colecalci- 
ferolo), la quale viene introdotta con gli alimenti 
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Tabella 22.VIII 


WERE nica II 
Azione del paratormone, calcitonina e calcitriolo sul 
metabolismo del calcio e fosforo. 


Calcemia 


Fosfatemia 


Riassorbimento renale. 


dei Ca?* | 
Riassorbimento renale 
dei P. 

Assorbimento intesti- 
‘nale dei Ca?* 
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oppure si forma nella pelle (dei mammiferi) per 
azione della luce ultravioletta sul 7-deidrocolestero- 
lo. Va ricordato che con la dieta può essere introdot- 
to un vitamero della vitamina D; , l’ergocalciferolo 
o vitamina D, , che può essere trasformato in calci- 
triolo. I due vitameri differiscono per la presenza di 
un gruppo metilico in C24 nella vitamine D, , e per 
la natura della catena laterale, che è satura della D3 
e insatura nella D, . Solo gli animali, come l’uomo, 
capaci di saturare questo legame, dotato cioè della 
idonea saturasi possono convertire la D, in calci- 
triolo. La vitamina D; formatasi nella pelle o, se 
contenuta nella dieta, assorbita a livello’intestinale, 
circola nel sangue legata ad una specifica globulina, 
la proteina legante la vitamina D, e viene accumu- 
lata dal fegato, dove subisce una prima idrossilazio- 
ne in corrispondenza del C-25 per formare la 25- 
idrossi-D3, 25(0H)D; o calcidiolo. Questa idrossi- 
lazione è catalizzata da una idrossilasi microsomia- 
le, dipendente da citocromo P-450 ed inibita dal 
prodotto della reazione, il calcidiolo. Si tratta di un 
importante meccanismo di controllo inteso a com- 
misurare la formazione del calcidiolo al fabbisogno 
dell’organismo. Nei reni il calcidiolo viene idrossi- 
lato in posizione 1 per formare la /0,25-diidrossi- 
D; [10,25(0H)2D;)] o calcitriolo per opera della 
calcidiolo idrossilasi che ha sede mitocondriale. La 
biosintesi del calcitriolo è sotto il controllo del 
paratormone, che regola la biosintesi della idrossi- 
lasi renale. Il calcitriolo viene rilasciato in circolo e 
trasportato ai tessuti bersaglio (intestino, ossa, rene 
e pancreas) legato ad una specifica c-globulina . 

La vita media del calcitriolo è di 24 ore; viene 
quindi idrossilato in 24 (1,24,25-triidrossi-D3) a li- 
vello renale, trasportato al fegato ed eliminato con 
la bile. 


Azione. Il calcitriolo è considerato, a ragione, un 
vero e proprio ormone. La sua azione si esplica a li- 
vello dell’intestino, ossa, rene e pancreas. 

a) Intestino. Il calcio contenuto nella dieta può 
essere assorbito a livello intestinale con due diversi 
meccanismi di trasporto: un trasporto attivo imper- 
niato sulla proteina legante il calcio, a sede nel 
duodeno e nel primo tratto del digiuno e dipenden- 
te dal calcitriolo; un trasporto passivo, attraverso 
“tight junctions” fra le cellule epiteliali, a sede nel 
tratto distale del digiuno, nell’ileo e nel crasso, e in- 
dipendente dal calcitriolo. Il primo meccanismo è, 
in generale, quello prevalente, ed è il più efficiente 
quando la dieta è povera di Ca. Il calcitriolo inter- 
viene sul primo meccanismo stimolando a livello 
del nucleo la RNA polimerasi adibita alla sintesi 
dell’mRNA della proteina legante il Ca. L’azione 
del calcitriolo, il cui meccanismo è analogo a quel- 
lo degli ormoni steroidi, consiste quindi nell’indu- 
zione della biosintesi della proteina legante il cal- 
CIO. 

b) Ossa. Il calcitriolo aumenta l’attività degli 
osteoclasti, le cellule dell’osso capaci di liberare la 
idrossiapatite, il sale di calcio proprio dell’osso 
[Ca;o(PO4)g(OH);}, dall’osso stesso, con conse- 
guente rilascio di Ca e fosfato. 

c) Rene. Il calcitriolo stimola il riassorbimento 
del calcio e del fosfato a livello dei tubuli distali. 
Nell’uomo adulto 11 g circa di Ca vengono filtrati 
giornalmente dai glomeruli nello spazio di Bowman 
e quindi nei tubuli renali. Solo l’uno per cento di 
questo Ca viene perduto con le urine, il resto viene 
riassorbito nei tubuli e riammesso al sangue. 
Quando il processo è insufficiente si ha perdita di 
Ca con le urine ed abbassamento della concentra- 
zione di Ca (calcemia) nel sangue. 

d) Pancreas. Il calcitriolo, di cui si è recente- 
mente individuato uno specifico recettore citosolico 
nelle cellule pancreatiche f}, è necessario per la nor- 
male secrezione dell’insulina. 

L’azione del calcitriolo è riassunta nella Fig. 
22.13. La produzione del calcitriolo a livello renale 
è stimolata dal paratormone ed un eccesso di calci- 
triolo inibisce la produzione di paratormone da par- 
te delle paratiroidi. 


Deficienza. Una deficienza di vitamina D nella 
dieta, associata ad insufficiente esposizione ai raggi 
ultravioletti, provoca rachitismo nei bambini ed 
osteomalacia negli adulti. Il rachitismo colpisce 1 
bambini nei primi anni di vita. La lesione caratteri- 
stica è la deficiente calcificazione delle ossa. Infatti 
i ridotti livelli ematici di calcio e fosforo ostacola- 
no la normale deposizione dei cristalli di idrossia- 
patite nelle zone di mineralizzazione. Tuttavia, an- 
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Figura 22.13 Azione del calcitriolo, la forma at- 
tiva del colecalciferolo (vitamina D3), su inte- 
stino, ossa e reni e sua interazione con il para- 
tormone 





che in assenza di tale deposizione, gli osteociti e gli 
osteoblasti continuano a produrre una matrice orga- 
nica approssimativamente normale, costituita da 
collageno e mucopolisaccaridi. In conseguenza si 
ha la formazione di strutture ossee cedevoli che, 
sottoposte a carico, tendono a deformarsi. Nel ra- 
chitismo la calcemia rimane generalmente normale, 
ma la concentrazione del fosfato diminuisce, sicché 
Il prodotto Ca x P risulta inferiore a 40 (il prodotto 
normale è 50 cioè 10 (Ca) x 5 (P)). 

Forme familiari di rachitismo, resistenti alla vi- 
tamina D, sono dovute alla incapacità di convertire 
la vitamina D; in calcitriolo per mancanza congeni- 
ta della 1o.-idrossilasi renale. 

L'osteomalacia non va confusa con l’osteoporo- 
sî. La prima, come il rachitismo, consiste in una 
diminuzione della componente minerale delle ossa, 
la idrossiapatite ed in un relativo aumento della ma- 
trice ossea, cioè in un aumento del rapporto ‘osso 
non mineralizzato/osso mineralizzato”. L’osteopo- 
rosi risulta invece in una globale diminuzione della 
massa ossea senza modificazioni della composizio- 
ne e della istologia, per cui il rapporto “osso non 
mineralizzato/osso mineralizzato” è normale. Per 
altri dettagli sulla vitamina D; e il calcitriolo si ve- 
da il Capitolo “Vitamine e coenzimi”, 


ORMONI IPOFISARI 


L’ipofisi è costituita da tre porzioni embriologi- 
camente e morfologicamente distinte, che elabora- 
no corrispondentemente tre classi di ormoni: 0rmo- 
ni dell’ipofisi anteriore, ormoni dell’ipofisi inter- 
media ed ormoni dell’ipofisi posteriore. 


Tabella 22.IX 





Ormoni ipofisari. 










Somatotropina (SH o GH) 
Tireotropina (TSH) 
Corticotropina (ACTH) 

| Ormone follicolo stimolante 
(SH) 
Ormone luteinizzante (LH) 
Prolattina (PRL) 

Ipofisi intermedia 
B-Lipotropina (B-LPB) 
Ormone melanotropo (B - 
MSH) 

, B-, Y-endorfine 
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da 1.700 a 3.600. 







| Vasopressina 
| Ossitocina 





La Tabella 22.IX riporta la denominazione degli 
ormoni ipofisari ed il relativo peso molecolare. 


Ormoni anteroipofisari 


Di natura polipeptidica o glicoproteica gli ormo- 
ni dell’ipofisi anteriore, esclusa la somatotropina, 
hanno come “bersaglio” altre ghiandole endocrine 
di cui regolano il trofismo, la produzione e la secre- 
zione ormonale; per questo vengono chiamati or- 
moni tropici (0 trofici) o tropine. Nell’animale gio- 
vane la ipofisectomia determina cessazione dell’ac- 
crescimento corporeo e ritardo mentale. Nell’adulto 
le conseguenze dell’ipofisectomia si traducono in 
ipofunzione ed atrofia delle ghiandole endocrine 
controllate dall’ipofisi: testicoli, ovaie, tiroide e 
surrenali. 


Somatotropina (SH, GH,” growth hormone ni 
Nota anche come ormone della crescita, è costitui- 
ta da una catena polipeptidica (nell’uomo la forma 
preponderante contiene 191 amminoacidi), che nel- 
le diverse specie animali presenta sequenze non 
identiche di amminoacidi (Fig. 22.14). Per questo le 
somatotropine preparate da altri animali sono inat- 
tive nell’uomo. 

Il gene umano del GH è presente nella regione 
922-24 del braccio lungo del cromosoma 17. 

La somatotropina stimola la sintesi proteica, sia 
in quanto agevola l’assorbimento cellulare degli 
amminoacidi, sia in quanto stimola le varie fasi del- 
la incorporazione degli amminoacidi nelle proteine. 





Ormone della crescita 
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Figura 22.14 Sequenza amminoacidica dell'ormone della crescita (191aa) e della prolattina 
(199aa) umani. I ponti disolfuro sono indicati in blu 


Questa azione anabolica spiega l’azione di stimolo 
sull’accrescimento corporeo. In particolare, l’or- 
mone stimola la cartilagine di accrescimento provo- 
cando l’allungamento delle ossa, nei bambini, e la 
crescita ossea per apposizione negli adulti. La fissa- 
zione di calcio a livello osseo è pure pronta. Una 
sua deficienza durante lo sviluppo induce nanismo 


ed un suo eccesso gigantismo; una iperproduzione 
della SH che si verifichi a sviluppo corporeo com- 
pletato produce invece acromegalia. Con questa 
azione anabolica proteica contrasta l’azione gluca- 
gone-simile della SH, che si manifesta con un au- 
mento dei NEFA, dei corpi chetonici e della glice- 
mia: diabete ipofisario. 
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La somatotropina è pure in grado di legarsi ai re- 
cettori della prolattina, evocando effetti galattogeni 
simili a quelli della prolattina. 

Alcune delle azioni peculiari della somatotropi- 
na non sono esplicate direttamente dall’ormone, ma 
mediate da peptidi somatotropina dipendenti, deno- 
minati complessivamente somatomedine. Le soma- 
tomedine vengono prodotte nel fegato su stimolo 
della somatotropina. Per esempio la proliferazione 
della cartilagine è mediata da alcune somatomedi- 
ne. Altre somatomedine che esplicano azione insu- 
lino-simile ed hanno potente azione mito genica, 
sono denominate /GF-/ e IGF-II (Insulin-like 
growth factor I e II). Le IGF-1 e IGF-II hanno strut- 
tura molto simile a quella della pro-insulina ed han- 
no specifici recettori: quello dell’IGF-I, a struttura 
dimerica (analogamente al recettore dell’insulina), 
quello dell’IGF-II a struttura monomerica. 

La secrezione ipofisaria della somatotropina è 
sotto controllo ipotalamico: viene infatti stimolata 
dal SRF (Somatotropin Releasing Factor) ed inibi- 
ta dal SIF (Somatotropin Inhibiting Factor), en- 
trambi utilizzanti il sistema di trasduzione cAMP 
dipendente. Anche un elevato livello ematico di 
amminoacidi, ed in particolare di istidina, ha azione 
stimolante la secrezione della somatotropina. Infatti 
il saggio diagnostico per la capacità secretoria della 
somatotropina viene eseguito con il test di tolleran- 
za all’istidina, tenendo conto che in condizioni nor- 
mali la somministrazione per infusione endovenosa 
di 2,4 nmoli/kg peso di istidina provoca entro due 
ore un incremento di SH nel sangue superiore a 230 
pmoli/litro. Il sistema trasduzionale utilizzato 
dall’SH è basato sull’attività tirosino-chinasica del 
suo recettore, che attiva, per fosforilazione, la pro- 
teina chinasi JAK2, ad esso associata. La JAK2 at- 
tiva, a sua volta, altre proteine chinasi quali la STAT 
e la SHC con innesco di cascate di fosforilazioni 
che raggiungono il nucleo dove promuovono la tra- 
scrizione di geni specifici. Mediata dalla JAK2 è 
anche l’attivazione del sistema di trasduzione di se- 
gnali diacilglicerolo e inositoli-P dipendenti. 

Nella Tabella 22.X sono elencate le azioni diret- 
te ed indirette esercitate dalla somatropina nei di- 
versi tessuti. 


Prolattina (PRL). È una glicoproteina di 199 
amminoacidi (vedi Figura 22.15) contenente tre 
ponti disolfuro, presente nel sangue prevalentemen- 
te in forma monomerica (più attiva), ma anche in 
forme dimeriche e polimeriche molto meno attive. 
La prolattina stimola lo sviluppo e la secrezione del- 
la ghiandola mammaria al momento della ‘“monta- 
ta lattea”. Tale stimolazione consiste nella induzio- 
ne della sintesi della a-lattoalbumina che, restrin- 


Tabella 22.X 


Azioni dirette o indirette (mediate dagli IGF) della so- 
matotropina in diversi tessuti. 
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gendo la specificità della UDP-Gal-transferasi 
(l’enzima che altrimenti trasferisce il galattosile su 
diversi substrati) al solo glucosio, segnala l’inizio 
della sintesi del lattosio. La prolattina stimola an- 
che la attività della g/ucosio-6-P- e della 6-fosfoglu- 
conatodeidrogenasi, gli enzimi della ossidazione 
del glucosio adibiti alla sintesi del NADPH . Una 
maggior disponibilità di NADPH è infatti necessa- 
ria per sostenere la maggior sintesi di lipidi che 
vanno a costituire il latte. La prolattina stimola an- 
che la proliferazione dell’apparato di Golgi, che 
nella ghiandola mammaria funzionante assume il 
ruolo di assemblaggio dei componenti del latte (lat- 
tosio, proteine e trigliceridi). Fattori che influenza- 
no la secrezione di prolattina nell’uomo sono elen- 
cati nella Tabella 22.XI. Tra i fattori stimolanti la 
secrezione figurano il PRF (Prolactin Releasing 
Factor), di origine ipotalamica, il TRH e gli ormo- 
ni estrogeni; tra quelli inibenti la dopamina, il PIF 
(“Prolactin Inhibiting Factor”) pure di origine ipo- 
talamica. L’inibizione della dopammina è dovuta 
all’inattivazione dell’adenilato ciclasi. Il recettore 
della prolattina è simile a quello dell’SH e analogo 
il meccanismo di azione. 


Tirotropina (TSH = Thyroid Stimulating 
Hormone). Insieme con il LH ed il FSH, il TSH è 


(I 


uno dei tre ormoni di natura glicoproteica elaborati 
dalla ipofisi anteriore. Il TSH umano (PM 28.000) 
è costituito da due subunità delle quali una è identi- 
ca a quella costituente il LH ed il FSH, l’altra (B) è 
invece distinta. Nella Figura 22.15 è presentata la 
struttura primaria della sub-unità o comune di 
TSH, LH ed FSH, e la struttura primaria della sub- 
unità B di ciascuno dei tre ormoni. Risulta eviden- 
te un notevole grado di omologia di sequenza. La 
secrezione del TSH è stimolata dal fattore ipotala- 
mico TRF (Thyrotropic Releasing Factor) ed è ini- 
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bita con meccanismo “feed back” dagli ormoni ti- 
roidei. 

Il TSH stimola lo sviluppo della tiroide, la pro- 
duzione degli ormoni tiroidei e quindi tutte le fun- 
zioni da essi dipendenti (vedi ormoni tiroidei). 
Stimola inoltre la lipolisi agendo direttamente sul 
tessuto adiposo. L’azione del TSH è mediata dal 
cAMP, 


Gonadotropine (FSH e LH). Entrambe le gona- 
dotropine sono, come il TSH, delle glicoproteine 





130 Ser 


Figura 22.15 Struttura primaria della subunità a comune al TSH, LH, FSH e gonadotropina corioni- 


ca (CG) e della subunità f degli stessi ormoni 


Si notino la presenza di notevoli analogie strutturali tra le subunità } (sequenze in azzurro), e la ammidazione del grup- 


po carbossilico terminale nella LH e nella CG. 


640 ®@ Biochimica degli ormoni 


Tabella 22.XI 


Fattori, o condizioni, che influenzano la secrezione di somatotropina (a) e prolattina (b). 


| | Azione attivatoria 


Azione inibitoria 





| (a) Somatotropina | Sonno (stadio Ill e IM) 

| Stress 

| Agonisti a-adrenergici 
Antagonisti B-adrenergici 


Sonno (REM) 

| Agonisti B-adrenergici 

Antagonisti a.-adrenergici 

Alte concentrazioni ematiche di acidi grassi 


Amminoacidi liberi 

Ipoglicemia Obesità 

Basse concentrazioni ematiche di acidi grassi | Iperglicemia 

GRF Somatostatina 

Glucagone Ipotiroidismo 

Estrogeni | IGF 

Androgeni Glucocorticoidi (alte concentrazioni) 
Dopammina e analoghi 
GAP/PIF 

(b) Prolattina Suzione 


Stress (anche psicogeno) 

Sonno (REM e stadio III e IV) 
Molte malattie nervose e pituitarie 
Prolattinoma 

TRH 

Gravidanza 

| Estrogeni 

Ipotiroidismo 

| Insufficienza surrenalica 


Farmaci che interferiscono con la secrezione 


e azione della dopamina 


costituite, analogamente, da due subunità (a e [). 
La catena comune ai tre ormoni pare abbia la fun- 
zione di attivare l’adenilato ciclasi; le catene f}, fra 
loro distinte, riconoscerebbero 1 recettori specifici 
delle ghiandole bersaglio, legandovi i rispettivi or- 
moni. La secrezione delle due gonadotropine è sti- 
molata dallo stesso “re/easing factor” ipotalamico: 
FSH-LH releasing factor 

L’ormone follicolo stimolante (FSH) induce la 
maturazione dei follicoli ovarici e la secrezione de- 
gli estrogeni nella femmina, e stimola la spermato- 
genesi nel maschio. 

L’ormone luteinizzante (LH) stimola la ovula- 
zione, la formazione del corpo luteo, la produzione 
di progesterone nella femmina e, nel maschio, la 
produzione di testosterone da parte delle cellule di 
Leydig. Poiché bersaglio di quest’ultima azione so- 
no le cellule interstiziali del testicolo, l’ormone as- 
sume nel maschio anche la denominazione di /CSH 
(Interstitial Cell Stimulating Hormone). Sia V FSH 
sia l’LH mediano la loro azione attraverso il siste- 
ma cAMP dipendente 


Corticotropina (ACTH = Adreno Cortico 
Tropic Hormone). La corticotropina fa parte di una 


famiglia di molecole biologicamente attive che pro- 
vengono dalla proteolisi selettiva di un comune pro- 
genitore, la pro-opiomelanocortina (POMC). 
Questa proteina, di 285 amminoacidi, è prodotta 
nell’ipofisi anteriore e intermedia, come pure in al- 
tri organi e tessuti, quali cervello, placenta, tratto 
gastrointestinale, polmone e linfociti. 

Lo schema dell’idrolisi selettiva della POMC e 
dei prodotti attivi originatisi è presentato nella 
Figura 22.16. La prima tappa degradativa, che av- 
viene nella ipofisi anteriore sotto stimolo dell’or- 
mone ipotalamico di rilascio della corticotropina 
(ACTH) e dell’angiotensina II, produce corticotro- 
pina e P-lipotropina. Eventi idrolitici successivi a 
sede nell’ipofisi intermedia producono a-MSH e 
CLIP dall’ ACTH, e y-lipotropina e B-endorfina dal- 
la B-lipotropina. Dalla y-lipotropina si ottiene infi- 
ne, sempre per proteolisi selettiva, il B-MSH, e dal- 
la B-endorfina la metionina-encefalina C (met-en- 
cefalina, o Y-endorfina). Si è quindi di fronte ad un 
unico gene che codifica per numerose molecole 
bioattive. 

L’ACTH è un polipeptide costituito da 39 resi- 
dui di amminoacidi (vedi la sequenza della Figura 
22.17), di cui solo i primi 24 a partire da quello N- 
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Figura 22.16 Ormoni e sostanze ormono-simili, derivati per proteolisi selettiva dall'unico prodot- 
to genico, la pro-opiomelanocortina (POMC), costituita da 285 amminoacidi 


| numeri indicano i siti di proteolisi selettiva. CLIP = peptide del lobo intermedio simile alla corticotropina. 


terminale sono necessari per l’attività biologica; gli 
altri 15, la cui natura varia da animale ad animale, 
sono biologicamente superflui. L’ACTH, con mec- 
canismo cAMP dipendente, stimola la sintesi del 
pregnenolone, il precursore di tutti gli ormoni cor- 
ticosteroidi. Questi ultimi, a loro volta, inibiscono 
con meccanismo “feed back” la produzione 
dell’ACTH, che è invece stimolata dal CRF 0 CRH 
(Corticotropin Releasing Factor Hormone) ipotala- 
mico. Analogamente al TSH, anche 1 ACTH stimo- 
la la lipolisi a livello del tessuto adiposo. 


Lipotropine. L’ipofisi anteriore elabora due li- 
potropine, la B-/ipotropina (B-LPH) e la a-lipotro- 
pina (0-LPH), così denominate in quanto stimola- 
no il rilascio degli acidi grassi dal tessuto adiposo. 
La p-lipotropina funge anche da precursore di altri 
polipeptidi ormonali fra cui il B-MSH (vedi oltre), 
la met-encefalina e la B-endorfina. Le lipotropine 
utilizzano, come messaggero secondario, il CAMP. 

Endorfine. Come illustrato nella Figura 22.17, 
tre endorfine, a, B-, À— endorfina, si formano per 
proteolisi selettiva della B-lipotropina. La B-endor- 
fina è costituita dai 31 amminoacidi carbossitermi- 
nali della B-lipotropina. La a.-, e la Y- endorfina, de- 
rivano dalla B-endorfina per rimozione degli ultimi 
15 o 14 amminoacidi dell’estremità carbossitermi- 
nale. Legandosi agli stessi recettori delle sostanze 
oppioidi, hanno potente effetto analgesico e posso- 


no avere un ruolo nel controllo della percezione del 
dolore. 


Ormoni della ipofisi intermedia 


La “pars intermedia” dell’ipofisi, negli animali 
che la posseggono come struttura distinta, produce 
l'ormone melanotropo (MSH = Melanocyte 
Stimulating Hormone). Sono noti un a-MSH ed un 
B-MSH derivati l’uno dall’ ACTH l’altro dalla B-li- 
potropina (Fig. 22.16). Nei vertebrati inferiori il 
MSH ha funzione iperpigmentizzante in quanto 
ipertrofizza le cellule melanofore e ne incrementa il 
contenuto di pigmenti. La pigmentazione della pel- 
le umana, che non contiene melanociti, risulta da 
accumulo di melanina nelle cellule epidermiche. 
Più che dal MSH questa pigmentazione sembra es- 
sere dipendente dalla B-lipotropina. 


Ormoni dell’ipofisi posteriore 


Nell’ipofisi posteriore vengono depositati, per 
essere secreti nel sangue al momento opportuno, la 
vasopressina e la ossitocina, due ormoni polipepti- 
dici, che in realtà vengono sintetizzati nell’ipotala- 
mo (la vasopressina nel nucleo sopraottico, 1’ossi- 
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ACTH 


NH, -Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-Gly-Lys-Lys-Arg-Arg-Pro-Val 


HOOC-Phe-Glu-Leu-Pro-Phe-Ala-Glu-Ala-Ser-Glu-Asp-Glu-Ala-Gly-Asn-Pro-Tyr-Val-Lys 


o-MSH 


NH5 -Ser-Tyr-Ser-Met-Glu-His-Phe-Arg-Try-Gly-Lys-Pro-Val-COOH 


8-MSH 


NH2 -Ala-Glu-Lys-Lys-Asp-Glu-Gly-Pro-Tyr-Arg-Met-Glu-His-Phe-Arg-Tyr-Gly-Ser-Pro-Pro 


HOOC-Asp-Lys 


Figura 22.17 Struttura primaria dell’ACTH, o-MSH e B-MSH 
| primi 24 amminoacidi dell’ACTH, in blu, costituiscono la parte attiva dell’ACTH. 


tocina nel nucleo paraventricolare) e da questo tra- 
sportati per via assonale (migrando cioè all’interno 
degli assoni nervosi che collegano l’ipotalamo all’1- 
pofisi) all’ipofisi posteriore, legati ciascuno ad una 
proteina specifica: la neurofisina. Vasopressina ed 
ossitocina sono due nonapeptidi che differiscono 
per due soli amminoacidi e sono entrambi caratte- 
rizzati da un ponte disolfuro fra i residui di cisteina 
1 e6e dalla amidazione del gruppo carbossilico ter- 
minale: 


Vasopressina 


HNp -Cys-Tyr-Phe-Gin-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-CO 


S_—_—______ S NH 


Ossitocina 
HNo-Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-CO 


PASSARE NH, 


Vasopressina e ossitocina sono prodotte, per 
proteolisi selettiva, da precursori di molto più ele- 
vato P.M.: la pre-pro-vasopressina (che è glicosila- 
ta nel segmento C-terminale) e la pre-pro-ossitoci- 
na. Nel corso di una prima frammentazione si for- 
mano neurofisina II e pro-vasopressina (portante 
un resto di glicina in più all’estremità C-terminale) 
dalla pre-pro-vasopressina, e neurofisina e pro-ossi- 
tocina (pure con una glicina in più all’estremità C- 
terminale) nel caso della pre-pro-ossitocina. 
Successivamente dalla vasopressina-Gly e ossitoci- 


na-Gly viene rimosso il resto di glicina ad opera di 
una carbossipeptidasi con formazione di vasopres- 
sina e ossitocina. 


Vasopressina o ormone antidiuretico (ADH). 
Agisce a livello dei tubuli contorti distali e dei col- 
lettori del rene, stimolando i/ riassorbimento del- 
l’acqua dal filtrato glomerulare. L’azione è media- 
ta da recettori collegati con il sistema trasduzionale 
del cAMP. Un deficit di questo ormone è la causa 
determinante del diabete insipido, nel quale si ha 
eliminazione di un abnorme volume di urine (10-20 
litri/die). La incapacità del nefrone a rispondere al- 
le fisiologiche concentrazioni di ADH determina il 
diabete insipido nefrogenico. La lesione molecola- 
re che ne è alla base sarebbe a livello dell ‘accoppia- 
mento “recettore dell’ADH - adenilato ciclasi”. La 
secrezione della vasopressina, così denominata per- 
ché induce anche aumento della pressione del san- 
gue, è sensibile a variazioni osmotiche e di volume 
del sangue, oltre che a variazioni della pressione 
sanguigna. L’azione vasopressoria dell’ormone è 
mediata da recettori collegati con il sistema trasdu- 
zionale dell’/P3 e del diaci/glicerolo. 

Ossitocina. Stimola la contrazione della musco- 
latura liscia dell’intestino crasso, della vescica, del- 
la cistifellea ed in particolare quella dell’utero. Per 
questa ragione viene usata in ostetricia per indurre 
il parto. Ha anche azione galattogoga, nel senso che 
stimola la secrezione del latte facendo contrarre la 
muscolatura dei dotti galattofori. Anche l’ossitocina 
utilizza il sistema trasduzionale dell’/P; e del dia- 
cilglicerolo. 


Tabella 22.XII 


Fattori (0 ormoni) ipotalamici di regolazione. 


Fattori di rilascio della (del): 
. Corticotropina 
. Tireotropina 
. Somatotropina 


MRF o MRH 
FSHRF(FSHRH) o 
LHRF (LHRH) 


. Melanotropina 
. Ormone follicolo stimo- 
lante ed ormone luteiniz- 
zante** 
Fattori di inibizione della: 
1. Somatotropina 
2. Prolattina 
3. Melanotropina 


I 
2 
3 
4. Prolattina 
5 
6 


(Somatostatina) 
PRIF o PRIH 
MRIF o MRIH 


* La sigla G (o S) sta per “growth hormone” (o”somato- 
tropic hormone”). 
** Il fattore di rilascio del FSH e del LH è unico. 


Regolazione dell'attività ormonale 
della ipofisi 


La secrezione degli ormoni della ipofisi anterio- 
re è stimolata dai corrispondenti ‘“Re/easing 
Factors o Hormones” (RF o RH) Ipotalamici. 
Ciascun ormone è stimolato dal suo specifico RF: la 
somatotropina dal SRF (o SRH) (Somatotropin 
Releasing Factor o Hormone) la corticotropina dal 
CRF (o CRH) e così via. 

Come indicato nella Tabella 22.XII 1 fattori 1po- 
talamici di rilascio sono 6, tanti quanti gli ormoni 
anteroipofisari; i fattori ipotalamici di inibizione so- 
no invece solo 3. Gli uni e gli altri sono peptidi 
spesso formati da pochi amminoacidi che dall’ipo- 
talamo vengono portati per via ematica all’ipofisi 
anteriore, dove stimolano o inibiscono la secrezio- 
ne dei rispettivi ormoni. Alcuni dei fattori ipotala- 
mici esplicano azioni additive: il TRF, ad esempio, 
oltre a stimolare la secrezione della tireotropina 
(TSH), stimola quella della somatotropina ed ha an- 
che azione psichica antidepressiva; i/ SR/F o soma- 
tostatina, che viene prodotto anche da cellule del 
pancreas e dello stomaco, oltre ad inibire la secre- 
zione della somatotropina, inibisce anche quella 
dell’insulina, del glucagone, della gastrina e della 
secretina. Le strutture primarie di alcuni fattori di 
rilascio, o di inibizione del rilascio, di ormoni ipo- 
fisari sono presentate nella Fig. 22.18 

La secrezione delle tropine ipofisarie viene ini- 
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bita con meccanismo “feed-back” dagli ormoni pe- 
riferici di cui stimolano la secrezione. La inibizione 
“feed-back” può esplicarsi con due meccanismi: 
inibizione diretta della secrezione dell’ormone ipo- 
fisario, o inibizione del corrispondente “releasing 
factor” ipotalamico. Gli ormoni tiroidei agiscono 
prevalentemente con il primo meccanismo, la corti- 
cotropina con il secondo (Fig. 22.19). 


ORMONI DEL TRATTO 
GASTRO-INTESTINALE 


Gli ormoni del tratto gastro-intestinale sono pep- 
tidi (una ventina) ciascuno costituito da non più di 
40 resti amminoacilici (con l’eccezione del peptide 
inibitore gastrico e della glicentina), che spesso pre- 
sentano forti analogie di struttura primaria tra di lo- 
ro. Essi vengono prodotti da specifiche cellule en- 
docrine (ne sono stati riconosciuti 18 differenti tipi) 
collocate di solito nell’epitelio gastro-intestinale, 
e/o da neuroni del sistema nervoso enterico, situati 
negli strati sotto epiteliari. Alcuni di essi provengo- 
no anche da neuroni extraenterici. Possono avere 
una distribuzione regionale specifica (la gastrina 
nell’antro gastrico, la colecistochinina, la secretina, 
il peptide inibitore gastrico -GIP- e la motilina nel- 
l’intestino tenue) oppure più generalizzata, come la 
somatostatina e il polipeptide intestinale vaso attivo 
(VIP). 

La secrezione degli ormoni del tratto gastro-in- 
testinale è regolata innanzitutto dai nutrienti ingeri- 
ti con il cibo e da fattori propri del lumen (pH, con- 
centrazione di Ca°* distensione della parete), non- 
ché da ormoni (ormoni dello stesso tratto gastro-in- 
testinale, ormoni pancreatici) e da neurotrasmettito- 
ri quali l’acetilcolina, la bombesina e il peptide di 
rilascio della gastrina (GRP). Il periodo di dimezza- 
mento di questi ormoni nel circolo varia da 1 a 30 
min; la loro degradazione, operata da peptidasi, av- 
viene prevalentemente nel fegato e nel rene. DI 
molti ormoni gastroenterici sono stati identificati 1 
recettori e i sistemi di trasduzione del segnale 
(CAMP, IP3-Ca?* impiegati. 

Gli ormoni gastro-intestinali controllano con 
azione attivatoria o inibitoria importanti funzioni 
degli organi addetti alla digestione e all’assorbi- 
mento dei nutrienti: la secrezione di acqua, enzimi, 
elettroliti, muco ed ormoni; la motilità delle pareti; 
la crescita delle cellule della mucosa; l'afflusso di 
sangue. A queste azioni se ne aggiungono altre su 
altri organi e tessuti (apparato respiratorio, circola- 
torio, urogenitale), tra cui in particolare il cervello, 
partecipando al controllo del senso della fame e del- 
la sazietà. 
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Fattore di rilascio dell’ACTH (CRF) 


NH>-Ser-Glu-Glu-Pro-Pro-Ile-Ser-Leu-Asp-Leu-Thr-Phe-His-Leu 


Ala-Leu-GIn-Glu-Ala-Arg-Ala-Met-Glu-Leu-Val-Glu-Arg-Leu 


Glu-GiIn-Ala-His-Ser-Asn-Arg-Lys-Leu-Met-Glu-Ile-Ile-COOH 


Somatostatina 14 (SRIF o SRIH) 


NH5-Ala-GiIn-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Thr-Ser-Cys-COOH 


Ò 


Somatostatina 28 


Ò 


NH2-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys 


COOH-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr-Lys-Trp-Phe-Phe-Asn-Lys-Cys-Gly-Ala 


Ò 


Ò 


Fattore di rilascio dell’ormone somatotropo o della crescita (SRF o GRF) 
NH2-Tyr-Ala-Asp-Ala-Ile-Phe-Thr-Asn-Ser-Tyr-Arg-Lys-Val-Leu 


Arg-Ser-Met-Ile-Asp-GIn-Leu-Leu-Lys-Arg-Ala-Ser-Leu-GiIn-Gly 


Gin-Gin-Gly-Glu-Ser-Asn-Gin-Glu-Arg-Gly-Ala-Ala-Ala-Arg-Leu-CONHy 


Fattore di rilascio dell'ormone tireotropo (TRF o TRH) 


piro-Glu-His-Pro-CONH, 


Fattore di rilascio degli ormoni gonadotropi (FSHRF/LHRF o GnRH) 
piro-Glu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-CONH, 


Figura 22.18 Struttura primaria di alcuni fattori (ormoni) ipotalamici di rilascio, o di inibizione del 


rilascio, di ormoni ipofisari 





Gastrina. È presente in due forme, di 17 e 34 
amminoacidi, entrambe originate dalla pre-proga- 
strina di 101 amminoacidi. Viene secreta dalle ce/- 
lule endocrine G dell’antro gastrico e del duodeno 
prossimale, e stimola la secrezione di HCI e pepsi- 
na da parte delle cellule parietali e principali della 
mucosa gastrica, rispettivamente. Stimola pure la 
crescita delle cellule della stessa mucosa. La secre- 
zione di gastrina è a sua volta promossa dai peptidi 


e amminoacidi contenuti nel lume gastrico ed è ini- 
bita da acetilcolina, bombesina e GRP oltreché dal- 
l’acidità gastrica. 


Colecistochinina (pancreozimina). Presente in 
varie forme di 8, 33, 39, 58 resti amminoacilici, è 
prodotta dalle cellule endocrine I dell'intestino te- 
nue e da neuroni enterici ed extraenterici. 
L’ormone ha due principali effetti a livello del trat- 
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Figura 22.19 Regolazione ipotalamica e periferica (‘feed back”) della secrezione degli ormoni ipo- 
fisari. (Per le varie sigle vedi il testo. RF = Releasing Factors; IR = Inhibiting Factors) 


to gastroenterico: contrazione della cistifellea con 
concomitante rilassamento dello sfintere di Oddi e 
secrezione del succo pancreatico col suo contenuto 
di enzimi e bicarbonato. Ha inoltre un importante 
effetto sul sistema nervoso centrale: l’induzione del 
senso di sazietà. La secrezione di colecistochinina è 
stimolata dai monogliceridi, dagli acidi grassi a 
lunga catena e da alcuni amminoacidi (triptofano, 
fenilalanina) presenti nel lume duodenale. 

Gli effetti biologici della colecistochinina sono 
mediati dall’elevazione degli ioni Ca°*. 


Secretina. Costituita da 27 resti amminoacidici, 
è prodotta dalle cellule S della mucosa dell'’intesti- 
no tenue. La sua principale azione consiste nello st/- 
molare la secrezione di acqua e bicarbonato da par- 
te del pancreas. Stimola inoltre la secrezione di pep- 
sina e rallenta la peristalsi. L’acidificazione del 
contenuto duodenale, dovuto all’ingresso del bolo 


gastrico, è il principale stimolo alla immissione di 
secretina nel sangue. Il sistema cAMP dipendente 
è responsabile della trasduzione del segnale della 
secretina. 


Polipeptide vaso-attivo intestinale (VIP). 
Costituito da 28 amminoacidi, è prodotto esclusiva- 
mente da neuroni enterici ed extraenterici, dove ha 
anche funzione di co-neuroattivatore. Il VIP ha un 
ampio spettro di azione: rilascio della muscolatura 
liscia dei distretti intestinale, vascolare e respirato- 
rio, stimolazione della contrattilità cardiaca, stimo- 
lazione della secrezione di acqua ed elettroliti a li- 
vello intestinale, stimolazione della secrezione en- 
docrina del pancreas, dell’ipofisi e della corteccia 
surrenalica, nonché stimolazione della glicogenoli- 
si e lipolisi nel fegato. 


Peptide inibitore gastrico (GIP). È costituito da 


646 ® Biochimica degli ormoni 


Gastrina Colecisto- Secretina VIP 
china 
Pro NHj NH, NH 
6 ni CO-NH, n LI 
LE ni sù Sb so 
Gly Gin Asp Asp Asp 
i a 10 sb i 
A ni Ri 1 n 
di Di di cla ata 
"E di Ha n rA 
Ero ch Tyr-S0,H dia sa 
ila sl n da tI 
Ùù Ha sN La tt 
vi, gia xa a Arg 
sla Hi fr sa ila 
a i ù na da 
da ch ui Ha vr 
| | | | 
Ser Ala His Asp Gin 
iù i La si; Mai 
Ls Le pia ala sla 
Ha da na Ali sai 
Li I i, 1 LA 
"i ni d zin na 
sto le gle Ra Ta 
1 ai 13 LI Lu 
Gi ci n Lu dn 
Glu Ala Lys Gin Ser 
LI RA L. cl h) 
| | | | | 

Glu Lys Met Leu Asn 
Di LI Li I cosa 
Na = Po VA CONA, 
î sl ti 
du di 
i 
Ve. 
A 
Bhe GG 


GIP GRP ia Neurotensina 
NH, NH, NH, NH, 
DI N ha si 
N Pro Pro Lia 
Glu Val Lys Tyr 
RA RA 1a Glu 
ua ni * sà 
Phe na sn sh 
n ale pa dr 
sr Sh UA pa 
RA La i “I 
ni no Li ni 
sa LI Vai i 
n; xa GONH, na 
LI LI COOH 
Ha ia 
La i 
1A RI 


Figura 21.20 Sequenze amminoacidiche di ormoni del tratto gastro-intestinale 


Motilina 


42 amminoacidi e prodotto dalle ce/lu/e K dell’inte- 
stino tenue, sotto stimolazione dei principali nu- 
trienti (amminoacidi, peptidi, glucosio, trigliceridi) 
e della bombesina. I recettori del GIP sono funzio- 
nalmente accoppiati al sistema adenilato ciclasi. 


Enteroglucagone. Si presenta in due forme, l’o- 
xintomodulina di 37 amminoacidi e la glicentina di 
69, derivate dallo stesso precursore prodotto dalle 
cellule L dell’ileo e del colon. Entrambi i peptidi so- 
no potenti inibitori della secrezione gastrica e sti- 
molatori della secrezione di insulina. Promuovono 
inoltre la glicogenolisi a livello epatico, con media- 
zione del sistema cAMP dipendente. Gli stimoli al- 
la secrezione dell’enteroglucagone sono di origine 
alimentare (intraluminari), in particolare glucosio e 
trigliceridi. 


Motilina. Costituita da 32 amminoacidi è pro- 
dotta dall’intestino tenue. La sua principale azione 
consiste nel dare inizio alle onde di contrazione mu- 
scolare a partire dalla regione antro-duodenale fino 
a tutto l’intestino tenue. La secrezione di motilina è 
promossa dall’acidità del succo gastrico e dai se- 
creti pancreatici del tenue. 


Neurotensina. È costituita da 13 amminoacidi 
ed è prodotta dalle cellule endocrine N del tratto di- 
stale del digiuno e dell’ileo, nonché da molti neuro- 
ni del sistema nervoso centrale (ipotalamo, substan- 
tia nigra, etc.) (donde il nome). La sua secrezione, a 
livello intestinale, è stimolata dai trigliceridi pre- 
senti nel lume. La neurotensina è un inibitore della 
secrezione gastrica, della secrezione pancreatica 
esocrina, dell’irrorazione sanguigna a livello ga- 
strico. Provoca inoltre vasodilatazione a livello in- 
testinale e cutaneo, ipotensione ed effetti inotropici 
e cromotropici nel miocardio. 


Peptide di rilascio della gastrina (GRP). La 
forma prevalente di GRP è un peptide di 27 ammi- 
noacidi, prodotto, a partire da un precursore, dalla 
mucosa del fondo gastrico e dallo strato muscolare 
liscio dell’antro gastrico e dell’intestino tenue. 
Induce il rilascio di gastrina e di secrezione acida 
da parte dello stomaco, nonché stimola la secrezio- 
ne esocrina pancreatica. Modula pure la motilità 
del tratto gastro enterico. La sua azione è molto si- 
mile a quella della bombesina, un oligopeptide di 
14 amminoacidi, isolato dalla pelle degli anfibi. 


Sostanza P. È un peptide di 11 amminoacidi, 
proveniente dalla degradazione di due precursori, la 
pre-protachichinina @ e B, dalle quali originano al- 
tri peptidi neuroattivi (sostanza K, neuromedina K, 
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etc). È prodotta da cellule neuronali del tratto ente- 
rico, di altri comparti del sistema nervoso periferi- 
co e di alcune aree subcorticali (telencefalo, ipota- 
lamo, area preottica, substantia nigra, etc). A livello 
gastro-intestinale la sostanza P provoca contrazione 
della muscolatura liscia e stimola la secrezione sa- 
livare, pancreatica e intestinale. Azione sistematica 
importante della sostanza P è la vasodilatazione ar- 
teriolare; nel sistema nervoso essa agisce da neuro- 
trasmettitore. 

Le sequenze amminoacidiche degli ormoni so- 
pracitati prodotti nel tratto gastro-intestinale sono 
riportate nella Fig. 22.20. 


ORMONI DERIVATI DAGLI 
AMMINOACIDI 


Ormoni tiroidei 


La tiroide è costituita da un gran numero di fol- 
licoli o acini, ciascuno delimitato da un monostrato 
di cellule epiteliali (Fig. 22.21), il cui lume è riem- 
pito da un materiale semifluido, la co//oide. Questa 
contiene, fra l’altro, la tireog/obulina, una glicopro- 
tetna (PM 660.000) nell’ambito della quale si for- 
mano e rimangono depositati gli ormoni tiroidei. La 
tireoglobulina è costituita da due subunità e contie- 
ne, sui 5000 amminoacidi costituenti, 115 residui di 
tirosina, ciascuno dei quali potenzialmente sottopo- 
nibile a iodinazione. La porzione saccaridica costi- 
tuita prevalentemente da oligosaccaridi anche siali- 
lati legati alla porzione proteica con legami N-, ed 
O-glicosidici, rappresenta 1’°8-10% del peso mole- 
colare. 


cellula 
epiteliale 


SD 


CERO 


Figura. 22.21 Rappresentazione schematica di 
un follicolo tiroideo 
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Biosintesi degli ormoni tiroidei 


Gli ormoni tiroidei sono la tiroxina (3,5,3”,5 -te- 
traiodotironina, T,) e la 3,5,3’-trilodotironina (T3), 
derivati iodurati della tironina, un composto carat- 
terizzato dal singolare gruppo difenil-etereo: 


citt 
HoN-C-H 


| 

CHs 
|” I = | 

O O 
17 I > 

OH OH 


3,5,3',5'-tetraiodotironina — 3,5,3'-triiodotironina 
(tiroxina o T4) (T3) 


T; e T4 vengono sintetizzate da residui di tirosi- 
na della tireoglobulina previamente iodurati per for- 
mare 3-monoiodotirosina (MIT) o 3,5-diiodotirosi- 
na (DIT). Questa iodurazione, catalizzata da una 
perossidasi, avviene a spese degli ioni I”, in presen- 
za di HO, che viene ridotta ad HO: 


R R 


21 +Ho00 + 
H RI | 
OH OH 


+ H50 


3,5-dilodotirosina 


Nel processo, gli ioni ioduro sono ossidati a 10- 
dio che viene inserito nell’anello fenilico della tiro- 
sina (organicazione dello iodio). 

Il blocco del processo di iodinazione dei resti di 
tirosina è il meccanismo col quale operano i farma- 
ci antitiroidei appartenenti alla classe della tiourea 
(tiouracile, propiltiouracile, metinazolo). 


s_ N s_ NO _C 
vi 6 de di “©” 
Ho 
HNS 4 5 HN 


4 


2-tiouracile 6-propil-2-tiouracile 
pe 


1-metil-2-mercaptoimidazolo 
(metinazolo) 


Gli ioni I introdotti con la dieta vengono accu- 
mulati nella tiroide mediante trasporto attivo con- 
tro gradiente, operato da un trasportatore tiroideo 
dello I sostenuto da un processo ATP dipendente, 
accoppiato alla pompa “Na*, K'”. Il contenuto nor- 
male di I nel sangue è infatti di 0,5 ug/100 ml e 
quello della tiroide di circa 10 ug/100 g, corrispon- 
dente ad un rapporto “tessuto/sangue” di 20:1. La 
capacità della tiroide di concentrare ioni IT è alla ba- 
se dell’uso dello iodio radioattivo I° come mezzo 
diagnostico per la funzionalità tiroidea e come 
mezzo terapeutico di irradiazione del tessuto tiroi- 
deo nel trattamento dell’ipertiroidismo e del carci- 
noma tiroideo. 

Come mostra la Fig. 22.22, la T; deriva dalla 
condensazione di un residuo di MIT con uno di 
DIT; la Ty deriva da due residui di DIT. La conden- 
sazione avviene nell’ambito della tireoglobulina per 
trasferimento del gruppo monoiodofenolico (nel ca- 
so della T:) sul gruppo diiodofenolico di un altro re- 
siduo di DIT. La 7; e la T,, così formatesi, riman- 
gono covalentemente legate alla tireoglobulina, che 
si disloca dal lume delle cellule epiteliali periacino- 
se, dove avvengono i processi descritti, alla cavità 
dell’acino dove viene depositata in attesa di utiliz- 
zazione. 

Quando, per stimolo della tireotropina ipofisaria 
(TSH), la tiroide viene indotta a rilasciare gli ormo- 
ni elaborati, la tireoglobulina rientra nelle cellule 
periacinose attraverso un processo di fagocitosi e 
qui viene degradata da proteasi lisosomali. T4 e T3 


vengono rilasciate nel sangue mentre i residui di 


DIT e MIT, liberati dalla proteasi insieme con gli 
altri amminoacidi, vengono trattenuti e deiodurati 
da un enzima detto deiodinasi, con il concorso di 
NADPH: | 


MIT 
deiodinasi 
————»- tirosina + | 
DiT J NADPH 
tireoglobulina 
Ta 
—T_>@" in circolo 
Tg 


Gli I così liberati vengono riutilizzati per la i0- 
durazione di nuovi residui di tirosina. 

T3 e T4 vengono sintetizzate nella quantità ade- 
guata solo se con la dieta viene introdotta una suffi- 
ciente quantità di iodio. Quando ciò non si verifica, 
ad esempio in alcune regioni il cui suolo è partico- 
larmente povero di questo elemento, si instaura una 
ipertrofia compensatoria (gozzo), intesa a vicariare 
la sottoproduzione degli ormoni tiroidei. Infatti la 
sottoproduzione di T3 e T4 implica una loro concen- 
trazione ematica al di sotto del limite critico neces- 
sario per la inibizione del rilascio del TSH dalla 
ipofisi anteriore. La secrezione non più controllata 
di TSH stimola la tiroide (non funzionante per man- 
canza di I) alla ipertrofia. 


Trasporto nel sangue e 
metabolismo degli ormoni tiroidei 


La tiroide riversa nel sangue molto più T, che 
T3. Entrambi gli ormoni vengono trasportati in cir- 
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(‘“Thyroxine Binding Globulin”). Questa glicopro- 
teina (PM, 50.000) ha molto maggiore affinità per 
la T, che per la T; (la costante di associazione è 1 x 
10!° per la tiroxina e 1 x 10° per la triiodotironina), 
per cui pur contenendo il plasma 100 umoli/litro di 
T4 e 2 umoli di T,, la concentrazione allo stato libe- 
ro di quest’ultima è solo di 1/5 inferiore a quella 
della T4. Anche una prealbumina (7BPA, ‘“thyroxine 
binding pre-albumin”’), di PM 55.000, lega T; e T,, 
sia pure con una affinità 100 volte inferiore a quel- 
la della TBG, come pure l’albumina, con affinità an- 
cora molto minore. TBPA e albumina tengono lega- 
to 11 20% del Ty e il 45% del T; presente nel san- 
gue circolante. Poiché T; e T4 circolano nel sangue 
per la quasi totalità legate alle proteine, lo iodio tra- 
sportato dalle proteine plasmatiche (PBI, ‘Protein 
Bound Iodine”) viene assunto come indice del con- 
tenuto degli ormoni tiroidei nel sangue. 

Attualmente si ritiene che la 7; sia l’ormone ti- 
roideo attivo e che la T, si converta nella T; nei tes- 
suti periferici per azione di una deiodinasi associa- 
ta al reticolo endoplasmico. L'attività di questo en- 
zima è quindi importante per la regolazione dell’or- 
mone tiroideo. D’altra parte la T, può anche essere 
convertita nella trilodotironina inattiva, 3,37,5° (7; 
inversa) per azione di una seconda deiodinasi (Fig. 
22.23), 

L’attività delle due deiodinasi sembra essere re- 
ciprocamente coordinata, in quanto condizioni che 
inducono una diminuita concentrazione di T, deter- 
minano un aumento della T3 inversa e viceversa. 
Nel digiuno, ad esempio (ed anche nell’esercizio fi- 
sico di lunga durata), la T3 diminuisce ed aumenta 
la T; inversa. Si tratta di un meccanismo di com- 
penso per limitare la proteolisi, stimolata sia dal di- 


colo da una g/obulina denominata TBG giuno che dalla T3. I soggetti ipotiroidei resistono 

| 

LI OH sa 
NE (MIT) NF 
i | i | | 

Li ini OH all i. O OH 
NH NH 
i I | | 

(DIT) T3 


Figura 22.22 Biosintesi della T: da un residuo di monoiodiotirosina (MIT) e di diiodiotirosina (DIT) 


nell’ambito della tireoglobulina 
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Figura 22.23 Trasformazione della 3,5,3’,5’'-tetraiodiotironina (T4) in 3,5,3'-triiodotironina (T3) ed 
in 3,3/,5’,-triiodotironina (T3 inversa) per azione di due distinte deiodinasi. 


infatti al digiuno meglio dei normali, mentre la 
somministrazione di ormoni tiroidei abbrevia la ca- 
pacità di digiuno. Il processo opposto si verifica 
nell’iperalimentazione. 

Gli ormoni tiroidei vengono rimossi dal circolo 
principalmente dal fegato ed escreti nella bile co- 
niugati con l’acido glucuronico o il solfato. Una 
minor quota viene deiodurata, e quindi inattivata, 
da una deiodinasi presente nelle cellule dei tessuti 
periferici. Nei tessuti periferici T3 e T4 vengono tra- 
sformate rispettivamente in acido tetraiodotireoa- 
cetico (TETRAC) e triiodotireoacetico (TRIAC) in 
un processo di deaminazione e decarbossilazione. 
Questi due metaboliti, che si ritrovano anche nelle 
urine, conservano parte dell’azione ormonale. 


Azione degli ormoni tiroidei 


Gli ormoni tiroidei esplicano nel contempo azio- 
ne anabolica (aumento della sintesi proteica) e ca- 
tabolica (aumento del consumo di ossigeno e della 
produzione di calore) in quasi tutti i tessuti. 
L’azione anabolica consiste nell’ innesco del pro- 
cesso di trascrizione dei geni strutturali di alcune 
proteine, operato dai recettori nucleari attivati dal 
legame con l'ormone. Ne consegue una intensifica- 


ta sintesi proteica rivolta all’accrescimento e matu- 
razione dei vari tessuti ed al differenziamento cellu- 
lare. Fra i numerosi enzimi la cui produzione viene 
incrementata dagli ormoni tiroidei, vi è /a glicero- 
lo-3-fosfato deidrogenasi, 1 cui due isoenzimi cito- 
plasmatico e mitocondriale svolgono la funzione di 
“shuttle” per il trasporto degli equivalenti riducenti 
dal citoplasma ai mitocondri , la Na*/K* ATPasi di 
membrana e alcune proteine disaccoppianti (‘un- 
coupling protein”), UCP2 e UCP3. L’incremento di 
questi enzimi può spiegare l’aumento del consumo 
di ossigeno e della produzione di calore, indotto da- 
gli ormoni tiroidei. Infatti I primi due enzimi sti- 
molano la respirazione mitocondriale: la glicerolo- 
3-fosfato deidrogenasi per il maggiore apporto di 
equivalenti riducenti; la Na'/K* ATPasi, tramite 
controllo respiratorio, per la indotta idrolisi 
dell'ATP. Le proteine disaccoppianti favoriscono, 
in particolare, la produzione di calore. 

Una ipotesi, ancora da provare definitivamente, 
sostiene che il maggior consumo di ossigeno conse- 
gua al legame degli ormoni tiroidei con recettori 
mitocondriali. La possibilità che anche a livello mi- 
tocondriale gli ormoni tiroidei possano incrementa- 
re la biosintesi delle proteine mitocondriali (fra le 
quali la citocromo ossidasi), codificate dal sistema 
genico satellite presente nei mitocondri, è almeno 


verosimile. Si spiegherebbe in tal modo anche l’au- 
mento del numero e delle dimensioni dei mitocon- 
dri indotto dagli ormoni tiroidei. 

Il maggior consumo di ossigeno e la maggior 
produzione di calore sono entrambi espressione di 
aumentato metabolismo basale (vedi Capitolo: 
“Biochimica della nutrizione”). 

Il rapporto fra metabolismo basale e concentra- 
zione ematica degli ormoni tiroidei è così stretto 
che in pratica il valore del metabolismo basale è al- 
trettanto significativo della concentrazione ematica 
di T3 e T4. Un eccesso di ormoni tiroidei, particolar- 
mente T,, quale si attua in caso di ipertiroidismo, 
può portare a marcato disaccoppiamento della re- 
spirazione cellulare dalla fosforilazione ossidativa, 
con forte diminuzione del rapporto P/O, e notevole 
aumento del metabolismo basale. 


Regolazione della secrezione degli 
ormoni tiroidei 


Gli ormoni tiroidei vengono prodotti e secreti in 
risposta all’azione del TSH che, attivando il siste- 
ma cAMP dipendente delle cellule tiroidee, stimola 
le varie tappe della sintesi e della secrezione degli 
ormoni tiroidei: captazione dello iodio, iodurazione 
dei residui di tirosina, formazione di T; e Ty, pro- 
teolisi della tireoglobulina e secrezione degli ormo- 
ni. A sua volta l’aumentata concentrazione ematica 
di T; e Tj agisce sulla ipofisi inibendo la secrezio- 
ne del TSI: inibizione “feed back” (Fig. 22.24). Per 
contro la secrezione di TSH è stimolata dal TRF 
ipotalamico e la secrezione del TRF è stimolata da 
basse concentrazioni ematiche di T; , r4 Pertanto è 
il livello ematico di T3 e Ty che, tramite la regola- 
zione della secrezione di TRF e di TSH, regola la 
secrezione tiroidea. Quando questo livello è eleva- 
to, la secrezione di TSH viene inibita e conseguen- 
temente viene soppresso lo stimolo per la secrezio- 
ne tiroidea di T3 e T4. Viceversa quando la concen- 
trazione di Tj e T è bassa, viene incrementata la 
produzione di TRH e quindi di TSH e di ormoni ti- 
roidei. La temporalizzazione delle risposte della ti- 
roide alla stimolazione da parte del TSH è illustrata 
nella Tabella 22.XII: si passa di 2 min per l’attiva- 
zione dell’adenilatociclasi ai 2 giorni per l’attività 
mitotica (effetto proliferativo). 


Disfunzioni della tiroide 


Ipotiroidismo. Si presenta con gravità dipenden- 
te dal grado di alterazione della tiroide e dall’età in 
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Figura 22.24 Regolazione della secrezione degli 
ormoni tiroidei (T3 e T4) 


TRF = Ormone di rilascio del TSH (tirotropina); TSH = 
Tirotropina. 


cui si manifesta. Ne sono manifestazioni tipiche 
l’arresto di sviluppo psico-fisico nella prima età 
(cretinismo) ed il mixedema, che consiste in una in- 
filtrazione mucoide della cute che appare ispessita e 
fredda. La diagnosi di laboratorio dell’ipotiroidi- 
smo si basa sui seguenti dati: ritardo nella captazio- 
ne dello I'3! somministrato da parte della tiroide; 
abbassamento del PBI (Protein Bound Iodine) sot- 
to 1 ug/100 ml di sangue; elevazione del tasso di 
colesterolo ematico; abbassamento del metaboli- 
smo basale; riduzione dell’eliminazione urinaria 
dei 17-chetosteroidi. 


Tabella 22.XII 


Temporalizzazione delle risposte della tiroide alla sti- 
molazione con TSH in vivo. 
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L’insufficiente sintesi degli ormoni tiroidei con- 
segue ad una o più delle seguenti anomalie: 

1. Insufficiente capacità della tiroide di concen- 
trare gli ioduri. 2. Lo ioduro normalmente accumu- 
lato nella tiroide viene inadeguatamente incorpora- 
to nei residui tirosinici: insufficiente formazione 
delle iodotirosine. E questo il più comune difetto 
genetico. 3. Le iodotirosine normalmente formate 
non sono utilizzate per la formazione delle iodotiro- 
nine: insufficiente formazione delle iodotironine. 4. 
Le iodotirosine non utilizzate per la sintesi delle i0- 
dotironine non vengono deiodate (deficienza delle 
delodinasi) e lo iodio ad esse associato non viene 
recuperato. Le iodotirosine che così si accumulano 
vengono eliminate come tali nelle urine. 5. Difetto 
di sintesi della tireoglobulina. 


Ipertiroidismo. Ha la sua espressione più tipica 
del morbo di Graves, o di Flaiani-Basedow, ed è ca- 
ratterizzato da ingrossamento della tiroide, esoftal- 
mo, cioè protrusione dei bulbi oculari, dimagra- 
mento e instabilità nervosa ed emozionale. Oltre 
che da una forte elevazione del metabolismo basa- 
le, l’ipertiroidismo è caratterizzato da aumento del 
PBI (oltre 2 ug/100 ml di sangue) e da accelerata 
captazione dello 1'3! da parte della tiroide. 

Una buona percentuale di pazienti affetti da 
ipertiroidismo presenta nel siero una immunoglobu- 
lina denominata “/ong acting thyroid stimulator” 
(LATS). Questo anticorpo legandosi ai recettori ti- 
roidei, che normalmente legano il TSH, mima in 
continuazione l’effetto del TSH producendo iperti- 
roidismo. 


ORMONI DELLA MIDOLLARE 
SURRENALE 


Gli ormoni elaborati dalla midollare dei surreni 
sono la noradrenalina o norepinefrina e V’adrenali- 
na o epinefrina: 


OH OH 
ol) ol Je 


OH NHa OH li 


noradrenalina adrenalina = CHs 


OH 


catecolo 


Come si può dedurre dalle formule, l'adrenalina 
è il prodotto di metilazione della noradrenalina. 
Noradrenalina ed adrenalina, il cui rapporto nel- 
l’uomo è di 1:5, vengono rilasciate dalla midollare 
dei surreni in seguito a stimolo generato a livello 
delle terminazioni simpatiche. Oltre che nella mi- 
dollare, noradrenalina ed il suo precursore dopami- 
na vengono sintetizzate nelle p/acche terminali del 
sistema nervoso simpatico in corrispondenza delle 
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Figura 22.25 Biosintesi della noradrenalina e 
della adrenalina 


(1) = tirosina idrossilasi; (2) = DOPA decarbossilasi (pi- 
ridossal fosfato-dipendente); (3) = Dopammina f-idros- 
silasi; (4) = catecol-metil-O-metiltrasferasi. 

SAM = S-adenosilmetionina; SAO = S-adenosilomoci- 
steina; DOPA = diidrossi-fenilalanina. 


giunzioni con i muscoli lisci. Dopamina, noradrena- 
lina ed adrenalina, insieme con altri composti conte- 
nenti l’anello del catecolo (ortodiidrossibenzene) so- 
no denominate comprensivamente catecolammine. 


Metabolismo della noradrenalina e 
dell’adrenalina 


Noradrenalina ed adrenalina derivano dalla DO- 
PA, prodotto di idrossilazione della tirosina ad ope- 
ra della firosina idrossilasi. Questa è la reazione li- 
mitante tutto il processo di biosintesi delle cateco- 
lammine. L’enzima è inibito da eccesso dei prodot- 
ti finali (inibizione a “feed back”), è stimolato dal 
cAMP ed è indotto da stimolazioni nervose ripetu- 
te. La DOPA viene decarbossilata in dopammina 
(3,4-diidrossifeniletilamina) da una aspecifica de- 
carbossilasi piridossalfosfato dipendente (Fig. 
22.25). La dopamina viene idrossilata in noradrena- 
lina per azione di una idrossilasi a rame (dopammi- 
na B-idrossilasi), che utilizza O, e l’acido ascorbi- 
“co come agente riducente. Per formare adrenalina, 
la noradrenalina viene metilata da una specifica 
transmetilasi a spese della S-adenosilmetionina 
(SAM) (Fig. 22.25), enzima indotto dai glucocorti- 
coidi. Le catecolamine neoformate vengono accu- 
mulate in granuli cromaffini per trasporto attivo 
ATP-dipendente e vengono rilasciate dai granuli per 
esocitosi, processo calcio-dipendente, stimolato da 
agenti }-adrenergici e colinergici, e inibito da agen- 
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Tabella 22.XIII 


Composizione delle matrici dei granuli cromoaffini. 





d. = ; 


La principale proteina e la cromogranina A, proteina aci- 


da con PM circa 77.00 Da. 


* 


ti o-adrenergici. I granuli cromaffini, con diametro 
di 60-200 nu, contengono (vedi Tabella 22.XIII) 
oltre alle catecolamine, ATP, altri nucleotidi, ioni 
(Ca?*, Mg?*) ascorbato e proteine ( la principale 
delle quali è la cromogranina A), ed hanno un pH 
acido (5.5) (Tabella 22.XIII) 

Noradrenalina, adrenalina e le catecolamine in 
genere vengono inattivate in un processo di O-me- 
tilazione, catalizzato dalla catecol-O-metiltransfe- 
rasi, che utilizza ancora la SAM come donatore di 
metili (Fig. 22.26). La met-adrenalina, così si chia- 


OCHg 


SAM SAO 
HO CH—CH,—NHp cana "2 a ET 
CH3 OH CHsg 


met-adrenalina 


OCHg 


OH OH OH H [R] CH 
acido 3-metossi - aldeide 3-metossi- met-adrenalina 
4-idrossimandelico 4-idrossimandelica coniugata 
Figura 22.26 Catabolismo della adrenalina 
(1) = Catecol-O-metiltrasferasi; (2) = monoamina ossidasi (MAO); (3) = aldeide 3-metossi-4-idrossimandelica dei- 


drogenasi; (4) = coniugazione. SAM = S-adenosilmetionina; SAO = S-adenosilomocisteina; R = resto di acido glu- 


curonico o solforico. 
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Figura 22.27 Rappresentazione schematica della collocazione nella membrana dei recettori f e a- 


adrenergici 


Del recettore B-adrenergico è pure presentata la visione frontale dei segmenti a-elicizzati intramembrana. | segmenti 


IV. V, VI e VII definiscono il sito di legame con l'ormone. 


ma l’adrenalina O-metilata, può essere deaminata 
ossidativamente, con liberazione di metilamina 
(CH3-NH, ), dalla monoammina ossidasi (MAO); la 
aldeide 3-metossi- 4-idrossimandelica che così si 
forma, viene ossidata in acido 3-metossi-4-idrossi- 
mandelico e questo eliminato con le urine. 
Alternativamente la met-adrenalina può essere co- 
niugata con acido glucuronico o solforico (R nella 
Fig. 22.26) ed escreta in entrambe queste forme di 
coniugazione. Il processo catabolico delle cateco- 
lammine ha sede prevalentemente epatica, dove la 
metilazione può precedere la ossidazione , oppure se- 
guirla, secondo circostanze non ancora ben definite. 

Un utile criterio diagnostico del metabolismo 
dell’adrenalina viene ricavato dalla misura delle ca- 
tecolammine totali o dell’acido 4-ossi-3-metossi- 
mandelico nelle urine delle 24 ore. Bisogna però te- 
nere conto che certi farmaci ipertensivi (es. metil- 
dopa) possono simulare un innalzamento del tasso 
delle catecolamine urinarie. 


Azione metabolica dell’adrenalina 
e della noradrenalina 


L’adrenalina induce iperglicemia per stimolazio- 
ne della glicogenolisi epatica. A differenza del glu- 
cagone che stimola solo la fosforilasi epatica, la- 
drenalina stimola anche la fosforilasi muscolare e 


determina conseguentemente produzione ed accu- 
mulo di acido lattico. La adrenalina stimola inoltre 
la lipolisi a livello del tessuto adiposo inducendo un 
aumento dei NEFA plasmatici. Sia l’effetto sul me- 
tabolismo glucidico che su quello lipidico sono me- 
diati da aumento di cAMP, conseguente a stimola- 
zione della adenilato ciclasi. L'azione metabolica 
della adrenalina (aumento della glicemia e dei NE- 
FA ematici) insieme con quella sul cuore e circolo 
(aumento della gittata cardiaca e della pressione 
arteriosa) è intesa a predisporre l’uomo, o l’anima- 
le, all’azione in condizioni di emergenza ‘fight or 


flv" (combatti o scappa). Questi effetti dell’adrena- 


lina dipendono dalla sua interazione con i recettori 
B-adrenergici. Altri effetti dell’adrenalina, dipen- 
denti dalla sua interazione con i recettori &-adre- 
nergici, sono la vasocostrizione (azione ipertensi- 
va), la contrazione dell'utero e la dilatazione della 
pupilla. Anche la noradrenalina evoca gli effetti ri- 
cordati per l’adrenalina a seguito della sua intera- 
zione con 0 e f recettori adrenergici: / azione del- 
la noradrenalina è però molto meno efficace di 
quella dell’adrenalina. 


Recettori adrenergici 


Le membrane delle cellule bersaglio delle cate- 
colamine sono dotate di due tipi di recettori: recet- 
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Figura 22.28 Sequenza amminoacidica del recettore f,-adrenergico umano 


tori adrenergici a e B (vedi Fig. 22.27) con sottoti- 
pi o; ,% e Bi e Po. L’adrenalina si lega a recettori 
sia o. sia, la noradrenalina a recettori a. La se- 
quenza amminoacidica del [,-recettore umano è ri- 
portata nella Fig. 22.28. A seconda che si leghino 
con l’uno o con l’altro tipo, le catecolammine evo- 
cano effetti diversi. / recettori B-adrenergici e &; 
adrenergici hanno come secondo messaggero il 
cAMP; i recettori a-adrenergici IP3 e Ca°* Da 
notare che il legame dell’ormone catecolamminico 
con recettori B-adrenergici porta ad attivazione del- 
l’adenilato ciclasi, mentre il legame con i recettori 
0 -adrenergici ad inibizione dello stesso enzima, 
avendosi quindi nel primo caso aumento e nel se- 
condo diminuzione del CAMP. I recettori [}-adre- 
nergici sono disattivati dalla fosforilazione che av- 
viene nella porzione C-terminale della molecola ed 
è operata da una proteina chinasi A e da un recetto- 
re B-adrenergico chinasi. I siti di fosforilazione del- 
la proteina chinasi A sono vicini al segmento che 


media l’accoppiamento con la proteina G: la fosfo- 
rilazione impedisce quest’interazione. Esistono far- 
maci molto usati in medicina, che bloccano questi 
recettori prevenendo la risposta di determinate cate- 
colamine. Il più comune è il propanololo, un B- 
bloccante che blocca l’azione dell’adrenalina sulla 
lipolisi e sulla glicogenolisi, abolendo conseguente- 
mente l’innalzamento dei NEFA e del glucosio nel 
sangue. Un a-bloccante è invece la fentolammina, 
che non blocca l’azione dell’adrenalina sulla lipoli- 
si e sulla glicogenolisi, ma abolisce molti effetti 
delle catecolamine a livello vasale. 


Propanololo 





e Aumento della glicoge- 
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xi 


nolisi 

Contrazione della mu- 
scolatura liscia dei vasi 
sanguigni e del tratto 
urogenitale 


e Contrazione dell’iride 


Rilassamento della mu- 
scolatura liscia dell’inte- 
stino 

Stimolazione della se- 
crezione (acqua e po- 


Tabella 22.XIV 


Principali effetti della attivazione dei recettori a, e B-adrenergici. 
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I principali effetti della attivazione dei recettori 
o- e B-adrenergici sono elencati nella Tabella 
22.XIV. 


Iperfunzione della midollare 


Si verifica nella iperplasia del tessuto cromaffi- 
ne della midollare, nota come feocromocitoma. 
Questa condizione patologica è caratterizzata da 
ipertensione, iperglicemia e glicosuria, aumento 
dei NEFA ematici ed aumento urinario dell'acido 3- 
metossi-4-ossimandelico. Nel pazienti con feocro- 
mocitoma il contenuto di adrenalina e noradrenali- 
na del plasma è fino a 500 volte più elevato del nor- 
male. 


ORMONI STEROIDEI 


Con questa denominazione vengono indicati gli 
ormoni, prodotti dalla corteccia surrenale e dalle 
ghiandole sessuali, derivanti dal colesterolo e com- 
prendenti progestinici, glucocorticoidi, mineralcor- 
ticoidi (21 C), androgeni (19 C) ed estrogeni (18 
C). Il meccanismo d’azione degli ormoni steroidei 
che, essendo lipofilici, possono facilmente penetra- 
re nelle cellule bersaglio, è quello trascrizionale, 
particolarmente ben studiato per gli estrogeni. 


ORMONI CORTICOSTEROIDI 


La corteccia surrenale elabora tre tipi di ormoni 
steroidel: i mineral corticoidi, i glucocorticoidi e 
gli androgeni, escluso il testosterone. I primi due 
gruppi sono tipici della corteccia surrenale, gli an- 
drogeni sono elaborati anche ed in maggior quanti- 
tà dalle ghiandole sessuali. 


Chimica 


Gli ormoni corticosteroidi, cortisolo, corticoste- 
rone e aldosterone (Fig. 22.29) hanno le seguenti 
caratteristiche chimiche: catena laterale in C,,, con 
2 C, due ossidrili in 11 B e 21 ed un doppio legame 
fra1C4e 5. Il cortisolo contiene un terzo ossidrile 
(c.) in 17; l’aldosterone un gruppo aldeico in Cjg 
(ex metile); questo gruppo aldeidico, idratato, può 
eliminare una molecola di acqua con l’ossidrile in 
11 formando un semiacetale. 


Azione 


Mineral corticoidi. Nell’uomo il principale mi- 
neral corticoide è l’a/dosterone, in altri animali è 
1’'11- deossicorticosterone. L’aldosterone, elaborato 
dalla zona glomerulosa della corteccia surrenale, 
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Figura 22.29 I principali corticosteroidi 


stimola il riassorbimento dei Na* e dei CT (tra- 
sporto per simporto) da parte dei tubuli renali. Il ri- 
assorbimento di questi ioni è accompagnato da rias- 
sorbimento di acqua; la pressione osmotica del san- 
gue ne rimane immodificata, ma il volume del san- 
gue viene aumentato e con esso la pressione. 

Una deficienza di aldosterone comporta un ab- 
norme eliminazione dei Na* nelle urine, una dimi- 
nuzione del volume ematico ed un’aumentata con- 
centrazione del sangue. L’aldosterone agisce indu- 
cendo una più intensa trascrizione del mRNA, che 
sovrintende alla sintesi della proteina che facilita il 
trasporto dei Na” nei tubuli renali. 

Glucocorticoidi. Cortisolo e corticosterone (me- 
no attivo) sono denominati glucocorticoidi perché 
inducono aumento della glicemia per stimolazione 
della gluconeogenesi epatica sostenuta dagli ammi- 
noacidi, che si liberano per un accentuato cataboli- 
smo proteico, soprattutto a livello dei muscoli sche- 
letrici. La stimolazione della gluconeogenesi, oltre 


che ad aumentata disponibilità di amminoacidi, è 
ascrivibile all’induzione degli enzimi chiave che la 
catalizzano: piruvato carbossilasi, PEP carbossi- 
chinasi, fruttosio-1,6-bifosfatasi e glucosio-6-fosfa- 
tasi. I glucocorticoidi stimolano anche la lipolisi, 
producendo aumento dei NEFA e dei corpi chetoni- 
ci ematici. I glucocorticoidi esplicano infine una ri- 
levante azione anti-immunitaria, per cui trovano 
largo impiego in terapia come antiinfiammatori. 
La loro sintesi dal colesterolo, che ha luogo nel- 
la zona fascicolata della corteccia, è stimolata 
dall’ACTH. A loro volta i glucocorticoidi presenti 
nel sangue inibiscono con meccanismo ‘feed back” 
la secrezione di ACTH da parte dell’ipofisi anterio- 
re. Il cortisolo presenta uno dei ritmi circadiani più 
marcati presenti in natura. La gran parte del cortiso- 
lo immesso in circolo nella giornata è formato nel- 
le poche ore (2-3) che precedono il risveglio mattu- 
tino, costituendo un vero e proprio “picco” con api- 
ce circa 30 minuti prima del risveglio. Questo pic- 
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co è preceduto di poco (poco più di un’ora) da quel- 
lo dell’ACTH. All’infuori del periodo cui corri- 
sponde il picco, dal suo inizio alla sua estinzione (6- 
7 ore), la concentrazione ematica di cortisolo è 
pressoché nulla. Il ritmo circadiano del cortisolo è 
legato al ritmo riposo-attività lavorativa, piuttosto 
che al ritmo luce-oscurità. Infatti a seguito di cam- 
biamento del ritmo dell’attività lavorativa anche il 
ritmo circadiano del cortisolo si modifica (di solito 
dopo un paio di settimane) adeguandosi al nuovo 
ritmo. I glucocorticoidi sono trasportati nel sangue 
da una specifica globulina, la franscortina, glico- 
proteina di PM 50.000, biosintetizzata dal fegato e 
simile a quella addetta al trasporto degli ormoni ti- 
roidei. Il cortisolo è di solito eliminato come tale 
nelle urine. 


Malattie da difetto dei 
corticosteroidi 


Morbo di Addison. Questa malattia, dovuta ad 
ipofunzione della corteccia surrenale, si manifesta 
con alterato bilancio idrico-salino, consistente in 
perdita di Na* e CF e ritenzione di K*, con diminu- 
zione della pressione ematica e della temperatura 
(sintomi ascrivibili e difetto dei mineralcorticoidi). 
Il morbo di Addison è anche caratterizzato da ipo- 
glicemia, suscettibilità alle infezioni ed allo stress 
(sintomi ascrivibili a difetto dei glucocorticoidi). La 
pigmentazione bronzina specie in corrispondenza 
del dorso delle mani, del viso e del collo è dovuta 
all’eccesso di ACTH e degli altri ormoni ipofisari, 
responsabili della pigmentazione, la cui secrezione 
non è più controllata con meccanismo “feed back” 
dai corticosteroidi. 


Morbo di Cushing. Questa malattia deriva da 
ipersecrezione di tutti gli ormoni corticosteroidei 
per iperplasia o neoplasia della corteccia surrenale. 
Il morbo di Cushing si manifesta con alterazione 
dell’intero metabolismo, decalcificazione delle 0s- 
sa, deposizione di adipe sul viso (faccia da luna), 
collo e tronco. I maschi diventano impotenti e le 
donne amenorroiche e masculine. Il Cushing è qua- 
sì sempre accompagnato da diabete e da insulino 
resistenza, l’uno e l’altra attribuibili ad eccesso di 
glucocorticoldi. 


ORMONI SESSUALI 


Gli androgeni 


Gli androgeni sono steroidi a 19 C. I due princi- 


pali sono l’androstenedione, che si forma anche 
nella corteccia surrenale ed il fesfosterone, che si 
forma solo nelle gonadi (testicoli ed ovaie) e che è 
anche il precursore degli estrogeni (Fig. 22.30). Il 
testosterone Viene secreto in larga misura dai testi- 
coli, dove viene sintetizzato nelle ce//ule intersti- 
ziali (cellule di Levdig) per riduzione reversibile 
dell’androstenedione. A livello degli organi bersa- 
glio (prostata, vescicole seminali ed organi secon- 
dari maschili) non agisce come tale, ma dopo sua ri- 
duzione in 5 o.-diidrotestosterone ad opera di una 5- 
reduttasi. Quest'ultimo androgeno si forma nel reti- 
colo endoplasmatico degli organi bersaglio, ma a 
differenza del testosterone, non può essere conver- 
tito negli estrogeni e neppure esercitare azione 
“feed back” sulla ipofisi anteriore, dove il festoste- 
rone inibisce la secrezione del LH (ICSH), V’ormo- 
ne che ne stimola la sintesi e la secrezione. Il diidro- 
testosterone esplica quindi pura azione “androgeni- 
°, 

La funzione principale del testosterone è quella 
di incrementare la sintesi proteica attivando 1 siste- 
mi di trascrizione genica a livello dei tessuti bersa- 
glio: prostata e vescicole seminali. E con questo 
meccanismo che il testosterone induce 1l normale 
sviluppo degli organi maschili addetti alla riprodu- 
zione ed i caratteri sessuali secondari (timbro della 
voce, sviluppo dei peli e dei muscoli). Il testostero- 
ne esplica anche azione anabolica generale, stimo- 
lando la sintesi proteica anche al di fuori della sfe- 
ra sessuale, per esempio a livello dei muscoli. Per 
questo il testosterone viene usato in medicina spor- 
tiva (ma il suo impiego è ufficialmente proibito) per 
incrementare le masse muscolari. Il testosterone è 
trasportato per il 755% da una B-g/obulina (‘sex 
hormone binding protein”), prodotta dalle cellule 
del Sertoli (nel testicolo), in risposta all’azione de- 
gli ormoni LH e FSH. La forma legata dell’ormone 
non è attiva. Le cellule del Sertoli producono un or- 
mone, l’inibina, eterodimero di unità & e [, legate 
con ponti disolfuro. L’inibina è liberata dallo stimo- 
lo della FSH, ed esercita un effetto inibitorio (‘‘feed 
back”) sul rilascio di FSH. 

Il principale catabolita degli androgeni è l’an- 
drosterone, pure dotato di attività androgena, che si 
forma nel fegato e che viene e/iminato con la bile e 
le urine in forma di glucuronide. 


Gli estrogeni 


Gli estrogeni sono steroidi atipici a 18 C. 
Differiscono dagli altri ormoni steroidei per la na- 
tura aromatica (benzenoide) dell’anello A e per non 
possedere il metile angolare in C-10. Il principale 
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Figura 22.30 I principali androgeni 


(17p-idrossiandrostano-3-one) 


(1) = 17-R-olo-deidrogenasi; (2) = 5 a-riduttasi; (3) = 3-idrossisteroide deidrogenasi. 


estrogeno è il 3, /7-B-estradiolo che si forma nelle 
ovaie, ed in piccola quantità anche nei testicoli, dal 
testosterone (Fig. 22.31). Altro estrogeno, dotato di 
attività 10 volte inferiore, è l’estrone che si forma 
nella ghiandola corticosurrenale, nella placenta e 
nei testicoli, oltre che nelle ovaie, dall’androstene- 
dione (Fig. 22.31). 

Estrone ed estradiolo sono interconvertibili in un 
processo enzimatico redox. Gli estrogeni vengono 
sintetizzati nei fo/licoli ovarici, il cui sviluppo è sot- 
to il controllo del FSH ipofisario e sono trasportati 
nel sangue dalla stessa proteina che trasporta il te- 
stosterone. 

Gli estrogeni inducono i caratteri sessuali fem- 
minili e durante il ciclo mestruale la loro produzio- 
ne è predominante nella prima fase del ciclo. Come 
già si è detto, gli estrogeni entrano nelle cellule ber- 
saglio (particolarmente utero) per diffusione e si le- 


gano ad un recettore che li veicola nel nucleo. 
Poiché androgeni ed estrogeni sono presenti, ma in 
quantità diverse, sia nei maschi come nelle femmi- 
ne, masculinità e femminilità derivano da un loro 
giusto equilibrio nei due sessi. 


Il progesterone 


Il progesterone, che nella corteccia surrenale è 
l’intermedio da cui derivano gli ormoni corticoste- 
roidi (vedi oltre steroidogenesi, viene sintetizzato in 
grande quantità nel corpo luteo ovarico in seguito a 
stimolo del LH ipofisario. Ormone predominante 
nella seconda fase del ciclo mestruale, agisce es- 
senzialmente a livello dell’utero per prepararvi 
l’impianto dell’uovo e la gestazione. In caso di gra- 
vidanza la secrezione del progesterone (sostenuta 
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androstenedione 


Figura 22.31 I principali estrogeni 


3,17B-estradiolo 


estrone 
(3p-olo-estran-17-one) 





dalla placenta) continua fino al parto. Il progestero- 
ne è trasportato nel sangue dalla stessa glicoprotei- 
na addetta al trasporto dei corticosteroidi. Captato 
dal fegato il progesterone va incontro a modifica- 
zioni, che lo inattivano e predispongono alla elimi- 
nazione urinaria. Il principale metabolita del proge- 
sterone presente nelle urine è il pregnandiolo 20- 
glucuronide. 

La somministrazione di progesterone durante 
determinati periodi del ciclo mestruale inibisce la 
normale ovulazione: su questa azione si basa il suo 
uso come contraccettivo; il progesterone inibisce 
infatti l'ovulazione. 


Sintesi degli ormoni steroidei 


Tutti gli ormoni steroidei (progestinici, androge- 
ni, estrogeni, glucocorticoidi e mineralcorticoidi) 
derivano dal colesterolo tramite il pregnenolone 
(Fig. 22.32). La reazione predominante della steroi- 
dogenesi è la idrossilazione, cioè la introduzione di 
gruppi -OH in corrispondenza dei vari carboni del- 
la catena laterale e del ciclopentanoperiidrofenan- 
trene. Gli enzimi catalizzanti queste reazioni sono 
le monoossigenasi od ossigenasi miste che utilizza- 
no NADPH e O;;: 


colesterolo (C27) 


ACTH —o_ 


pregnenolone (C2,) 


| 


progesterone (C,) 





mineralcorticoidi (C21) androgeni (C,9) 


| 


estrogeni (C;g) 


glucocorticoidi (Co) 


Figura 22.32 Schema della steroidogenesi 





R-H + Oo + NADPH + R- OH + NADP+ + H,0 


Dei due atomi dell’O, uno va a costituire l’idros- 
sile, l’altro a formare una molecola di acqua insie- 
me con gli elettroni e protoni ceduti dal NADPH. 
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Figura 22.33 Trasformazione del colesterolo in pregnenolone 


(1) = 200, 22 monoossigenasi; (2) = desmolasi. 


L’attivazione dell’O., preliminare allo svolgimento 
della reazione, avviene per trasporto di elettroni 
sull’ossigeno tramite una catena trasportatrice di 
elettroni, di cui sono molto ricchi i mitocondri del- 
le cellule della corteccia surrenalica come pure del 
testicolo e dell’ovaio e che ha come componente 
terminale il citocromo Pyso. Più particolarmente gli 
elettroni vengono ceduti dal NADPH ad una flavo- 
proteina che li trasmette ad una proteina contenen- 
te centri Fe-S, denominata adrenodoxina e da que- 
sta al citocromo Pyso. 


NADPH + Flavoproteina + 
Adrenodoxina + Citocromo P4so 


Formazione del pregnenolone. La trasforma- 
zione del colesterolo in pregnenolone implica in- 
nanzitutto la disponibilità del colesterolo, formato- 
si a livello citosolubile, all’interno di mitocondri 
delle cellule steroidogenetiche. Questo trasporto è 
assicurato da una “proteina regolatrice neutra del- 
la steroidogenesi (STAR)” di PM 50.000, che di- 
venta attiva e quindi operativa per fosforilazione 
cAMP dipendente. L’ACTH nella corteccia surre- 


nalica e l’LH nelle cellule ovariche e del Leydig, 
sono responsabili dell’elevazione del livello di 
cAMP e quindi dell’innesco del processo che consi- 
ste nella idrossilazione successiva del C-20 e del 
C-22, catalizzata da specifiche monoossigenasi. Si 
forma il 200, 22-diidrossicolesterolo, che dalla co- 
lesterolo desmolasi, un enzima mitocondriale con- 
tenente eme, viene successivamente demolito in 
pregnenolone ed aldeide isocaproica (Fig. 22.33). 
Anche questi enzimi sono indotti dall’ACTH nella 
corteccia surrenalica e dall’LH nei testicoli e nell’o- 
vaio. 


Sintesi del progesterone. La trasformazione del 
pregnenolone in progesterone avviene in due tappe: 
nella prima l’ossidrile in 3 viene ossidato a cheto 
gruppo dalla 3 B-o/o-deidrogenasi; nella seconda il 
doppio legame delta? viene trasferito in delta* dalla 
delta4,5 isomerasi (Fig. 22.34). Entrambe queste 
reazioni hanno sede citosolica. Una via alternativa, 
operativa nella zona fascicolata della corteccia sur- 
renalica, consiste nella idrossilazione in C-17 del 
pregnenolone, ad opera di una idrossilasi residente 
nel reticolo endoplasmatico, cui fanno seguito le 
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Figura 22.34 Trasformazione del pregnenolone in progesterone 

(1) = Pregnenolone 3 B-olodeidrogenasi; (2) = pregnen-3-ene-3,20-dione delta‘5 isomerasi; (3) = pregnenolone- 


17-idrossilasi. 


reazioni catalizzate dalla 3 B-olodeidrogenasi e del- 
ta4-isomerasi. 

Mentre la sintesi del pregnenolone ha luogo pre- 
valentemente nella corteccia surrenale, quella del 
progesterone è molto attiva anche nel corpo luteo, 
nella placenta e nei testicoli. 


Sintesi dei corticosteroidi. Nella zona glomeru- 
lare della corteccia surrenale il progesterone viene 
trasformato in corticosterone per idrossilazione dei 
carboni 11 e 21. La successiva ossidazione del me- 
tile angolare in 18 produce aldosterone che entra in 
circolo nella forma ciclizzata fra il C-11 e C-18. 
Invece nella zona fascicolata interviene dapprima la 
17-idrossilasi, con formazione di 17-idrossipre- 
gnendone, e quindi la 3 B-o/odeidrogenasi e la del- 
ta4,5 isomerasi e le idrossilasi in C-11 e C-21 con 
formazione finale di cortisolo. La 17-idrossilasi è 
sotto stretta regolazione dell’ ACTH e del cAMP. È 
per questo motivo che la formazione di cortisolo è 
molto più dipendente dalla presenza di ACTH che 
quella dei mineralcorticoidi. Le 17- e 22-idrossilasi 
hanno sede citoplasmatica, mentre le 11- e 18- 
idrossilasi hanno sede mitocondriale (Fig. 22.35). 


Sintesi degli androgeni. Gli androgeni, ormoni 


steroidei costituiti da 19 C, possono formarsi sia dal 
pregnenolone sia dal progesterone. Il primo proces- 
so, che ha luogo nei testicoli, nelle surrenali, nelle 
ovaie e nella placenta, consiste nella idrossilazione 
del carbonio 17 del pregnenolone con formazione 
di 17 a-idrossipregnenolone; il successivo distacco 
dei C-20 e C-21 produce il diidroepiandrosterone, 
che, per ossidazione del C-3, forma androstenedio- 
ne ed infine, per riduzione del C-17, testosterone 
(Fig. 22.36). Gli enzimi coinvolti sono tutti a sede 
citoplasmatica. È da notare che il testosterone viene 
metabolizzato a livello dei tessuti bersaglio a dii- 
drotestosterone (DHT) per azione di una 50-redut- 
tasi NADPH —dipendente. Il DHT è molto più atti- 
vo del testosterone. 

L’altra via sintetica, più attiva nelle gonadi che 
nella corteccia surrenale, inizia dal progesterone 
che viene a-idrossilato in C-17 e successivamente 
decurtato della catena laterale (C-20 e C-21); si for- 
ma l’androstenedione e, per riduzione del cheto 
gruppo in 17, il testosterone (Fig. 22.37). 

Sintesi degli estrogeni. Gli estrogeni, costituiti 
da 18-C, si formano dal testosterone e dall’andro- 
stenedione principalmente nelle ovaie. Dal testoste- 
rone deriva il 17 P-estradiolo - che è il più attivo -, 
per azione di una aromatasi e di una /7-reduttasi; 
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Fig. 22.35 Sintesi dei corticosteroidi 
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Figura 22.36 Sintesi degli androgeni dal progesterone 


(1) = Progesterone 17 a-idrossilasi; (2) = desmolasi; (3) = androstenedione riduttasi. 
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dall’androstenedione l’estrone, per azione della OH 


aromatasi. L’estrone si forma anche nella corteccia oh 
surrenale e nella placenta (Fig. 22.38). In questa 
sintesi viene perduto il metile angolare in C-10 e ia | 
l’anello A assume la configurazione benzenoide, a 
seguito delle reazioni catalizzate dall’aromatasi. =» d® 

La produzione e la concentrazione plasmatica O HO 


degli ormoni steroidei nell’uomo sono riportate nel- 
la Tabella 22.XV. 

Malattie da difetti della steroidogenesi. La defi- 
cienza congenita di uno degli enzimi adibiti alla ste- 
roidogenesi causa malattie più o meno gravi delle O O 


surrenali. Le più comuni fra queste sono quelle che 
derivano da deficienza ereditaria di una delle nu- da 
merose idrossilasi che sono state descritte ed in par- 


ticolare della 2/-idrossilasi, enzima che introduce , Lia 
HO 


testosterone 17-estradiolo 


l’ossidrile sul C-21 formando i glucocorticoidi ed i 

mineralcorticoidi. La diminuita produzione di glu- © 

cocorticoidi implica, per mancata inibizione “feed- 

back”, una accentuata secrezione di ACTH. Ne androstenedione estrone 
consegue ipertrofia delle surrenali (iperplasia con- 


genita surrenalica), iperproduzione di pregnenolone Figura 22.38 Sintesi degli estrogeni 





Tabella 22.XV 





Ritmo produttivo giornaliero e concentrazione plasma- 
tica degli ormoni steroidei. 
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e progesterone e di androgeni. L'espressione più ti- 
pica della iperplasia surrenalica congenita nelle 
femmine è il virilismo. Nei maschi si ha sessualità 
precoce e maturazione anticipata delle ossa che 
comporta una statura più bassa della norma. 

Buona parte dei pazienti affetti da deficienza 
della 21-idrossilasi, come conseguenza di un defi- 
cit di aldosterone, eliminano con le urine un ecces- 
so di Na* e possono andare incontro a disidratazio- 
ne ed ipotensione più o meno gravi. La terapia con- 
siste nella somministrazione di glucocorticoidi, che, 
sopprimendo la ipersecrezione di ACTH, contribui- 
scono a normalizzare la situazione. Ai pazienti che 
eliminano un eccesso di sodio con le urine vanno 
anche somministrati i mineralcorticoidi. 


Il ciclo mestruale 


Nelle donne fertili la produzione di ormoni go- 
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nadotropici (FSH e LH) è regolata dall'ormone ipo» 
talamico GnRH (0 GnRF) secondo un ritmo pulsa- 
torio mensile (28 giorni). Il GnRH è prodotto da 
cellule neuroendocrine, a loro volta dirette da neu- 
roni adrenergici ad azione cronotropa ciclica. || 
GnRH attraverso il circolo portale ipofisario rag- 
giunge i recettori competenti a livello dell’ipofisi 
anteriore e induce il rilascio di FSH e LH. La con- 
centrazione di FSH aumenta rapidamente nella pri- 
ma settimana del ciclo con conseguente aumento 
della sintesi e della secrezione di estrogeni (3,17 p- 
estradiolo), che promuovono lo sviluppo, fino alla 
maturazione, del follicolo contenente l’ovulo. La 
più elevata concentrazione di FSH si raggiunge con 
l’ovulazione (fuoriuscita dell’ovulo dal follicolo 
maturo), che avviene a metà ciclo. Il “picco” degli 
estrogeni si raggiunge uno-due giorni prima dell’o- 
vulazione. L’ovulazione è innescata dalle altissime 
concentrazioni di LH che si raggiungono proprio a 
metà ciclo e dall’incremento della prostaglandina 
PGF,,, la cui secrezione raggiunge il picco massi- 
mo qualche giorno prima dell’ovulazione, paralle- 
lamente a quello degli estrogeni. Avvenuta l’ovula- 
zione il follicolo rotto va incontro al processo di 
differenziamento a corpo luteo. Questo processo è 
promosso dal progesterone (che raggiunge la più 
elevata concentrazione fra la 3° e la 4° settimana 
del ciclo), a sua volta secreto su stimolo del LH. 
Anche l’ossitocina e la PGF,, concorrono a soste- 
nere lo sviluppo del corpo luteo. L’elevata concen- 
trazione di estrogeni, che si raggiunge intorno all’o- 
vulazione e nella 3° settimana del ciclo, prima del 
raggiungimento dei livelli più alti di progesterone, 
induce l’espressione dei recettori del progesterone 
nell’endometrio uterino. Sotto lo stimolo combina- 
to degli estrogeni e del progesterone l’utero va in- 
contro a ispessimento della parete, vascolarizzazio- 
ne ed incremento di attività secretoria che è prope- 
deutica all’impianto dell’ovulo se fecondato. Se 
non avviene la fecondazione verso la 4° settimana 
del ciclo i livelli di LH e di progesterone, come pu- 
re quelli di FSH ed estrogeni, si riducono e, termi- 
nato il ciclo, inizia il flusso mestruale. Le prime due 
settimane del ciclo ne costituiscono la ‘fase follico- 
lare”, e le seconde due settimane la “fase luteinica”. 
Gli eventi molecolari che caratterizzano il ciclo me- 
struale sono schematicamente riportati nella Fig. 
2h dd: 

Se avviene la fecondazione (Fig. 22.40) il corpo 
luteo mantiene e sviluppa il proprio trofismo, e pro- 
duce estrogeni e progesterone che agevolano |’ im- 
pianto dell’ovulo fecondato (verso il 21° giorno 
dall’ultima mestruazione), stimolano lo sviluppo 
dei trofoblasti e innescano il processo di formazio- 
ne della placenta, la quale diventa attiva intorno al- 
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Figura 22.39 Ciclo ovarico 


Il contenuto di LH (ormone luteinizzante), FSH (ormone follicolo stimolante), estrogeni (3,17-B estradiolo), progestero- 
ne e prostaglandina PGF, nel plasma è indicato come concentrazione relativa, in cui il valore più basso è quello ba- 
sale e il valore più alto quello massimale. Y = mestruo; RE = recettore del 3,17-B estradiolo; RP = recettore del pro- 
gesterone; — = la caduta di estrogeno rallenta il trasporto dell’ovulo lungo la tuba di Falloppio per facilitare la fer- 
tilizzazione dell’ovulo; ®@ = estrogeno;@= progesterone. 


la 6° settimana dall’inizio della gravidanza. Questo Ormoni placenta ri 

processo è secondato dal progesterone la cui sintesi 

e secrezione è stimolata dalla gonadotropina corio- La placenta produce un ormone polipeptidico, /a 
nica (nCG), prodotta dai trofoblasti, e, successiva- somatomammotropina corionica o lattogeno pla- 
mente, dalla stessa placenta. Anche il progesterone centare 0 gonadotropina corionica (CG), e due or- 
è prodotto dalla placenta. moni steroidei, l’estradiolo e il progesterone. La go- 
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Figura 22.40 Effetto della fertilizzazione dell’ovulo sulla secrezione di progesterone e gonadotro- 


pina corionica umana (hCG) 


nadotropina corionica umana (hCG) è una glicopro- 
teina biosintetizzata dalle cellule del sincizio-trofo- 
blasto della placenta. Possiede la struttura di dime- 
ro 0/f} caratteristica delle gonadotropine. La sub- 
unità a ha la stessa struttura di quella delle gonado- 
tropine ipofisarie, e la subunità }. ha una marcata 
omologia di sequenza con la } dell’LH ma ne è più 
lunga di 24 residui nella porzione C terminale (in 
entrambi gli ormoni il carbossile terminale è ammi- 
dato, vedi Fig. 22.16). La gonadotropina corionica 
ha attività lattogenica e luteotropica, con promozio- 
ne dei processi di crescita e differenziamento (a ca- 
rico del feto), inibizione dell’accumulo di glucosio, 
stimolazione del rilascio di acidi grassi e del glice- 
rolo dal tessuto adiposo e aumento della ritenzione 
di azoto e calcio. Gli ormoni steroidei concorrono a 
indurre uno stato di resistenza all’insulina. Si stabi- 
lisce pertanto un assetto metabolico di risposta alla 
continua sottrazione di glucosio e amminoacidi da 
parte del feto, con ingresso più precoce nella condi- 
zione del digiuno, durante il periodo postprandiale. 


FICOSANOIDI E DOCOSANOIDI 


Eicosanoidi: Prostaglandine, 
Prostacicline, Trombossani, 
Leucotrieni, Lipossine, Resolvine 


Con il termine “eicosanoidi” si intendono i deri- 
vati di acidi grassi a 20 atomi di C, a loro volta pro- 
venienti dagli acidi grassi essenziali particolarmen- 
te dall’acido arachidonico, ma anche dall’acido ei- 
cosapentanoico (EPA). Essi comprendono diverse 
classi di sostanze: /e prostaglandine, le prostacicli- 
ne, i trombossani, i leucotrieni, le lipossine e le re- 
solvine. Gli eicosanoidi sono considerati a tutti gli 
effetti ormoni locali o tissutali. Originariamente 
scoperti nella secrezione prostatica (donde il nome 
di prostaglandine), gli eicosanoidi vengono in real- 
tà sintetizzati da quasi tutti i tessuti, nell’ambito dei 
quali esplicano la loro azione o in modo diretto, op- 
pure “modulando” l’azione di altri ormoni. 
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Figura 22.41 Classi degli eicosanoidi: struttura chimica di un rappresentante di ciascuna classe 


Struttura chimica dei principali ciascuna classe di eicosanoidi sono riportate nella | 
i ii Figura 22.41. 
eicosanoidi Le prostaglandine e le prostacicline (dette anche 
prostanoidi) possono considerarsi derivati dell’aci- 
Le strutture chimiche di un rappresentante di do prostanoico, un acido carbossilico a 20 C, costi- 


tuito da un anello ciclopentano e da due catene ali- 
fatiche: 





acido prostanoico 


Le prostaglandine (PG) sono classificate in $ 
serie, PGA, PGB, PGD, PGE, PGF, PGG/PGH e 
PGI, a seconda delle caratteristiche dell’anello ci- 
clopentano: 
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Le PGI sono anche chiamate prostacicline. 

I trombossani (TX) sono invece caratterizzati 
dalla presenza di un anello eterociclico contenente 
ossigeno e classificati in TXA e TXB. I TXA con- 
tengono un ulteriore atomo di ossigeno tra il Co e il 
Cir: 





TXA 


TXB 


Il numero in pedice (PGA;, PGA,,TXA,, TXAp, 
ecc.) indica il primo dei doppi legami presenti nel- 
le 2 catene carboniose inserite sull’anello. Infine 
nelle prostaglandine PGF la lettera greca &. e P si ri- 
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ferisce alla configurazione del gruppo ossidrilico in 
C-9. 

Anche i leucotrieni (LT), classificati come LIA, 
LTB, LTC, LTD e LTE, con il numero a pedice 4 
(per indicare la presenza di 4 doppi legami), e carat- 
terizzati (alcuni) dalla presenza di resti amminoaci- 
dici, e le lipoossine (LX) hanno come precursore 
l’acido arachidonico. Alla famiglia degli eicosanoi- 
di appartengono alcuni intermedi metabolici, gli 
idroperossidi (HPETE), idrossidi (HETE), epossidi 
(EET) e diidrossidi (diHETE) degli acidi grassi pro- 
genitori degli eicosanoidi. 

Le strutture delle principali prostaglandine e del- 
la prostaciclina (prostaglandina PGI,) sono riporta- 
te nella Fig.22.42. 

Le strutture dei principali trombossani (TXA, € 
TXB, ) e leucotrieni (LTA4, LTB4, LTC4, LTDy, 
LTE,) sono presentati nella Fig. 22.43. 


Biosintesi e catabolismo 


Gli eicosanoidi sono sintetizzati a partire, in 
grandissima prevalenza, dall’acido arachidonico 
ma anche dall’acido omo Y-linolenico, un interme- 
dio della sintesi dell’acido arachidonico, e dall’aci- 
do eicosapentaenoico [20:5(5, 8, 11, 14, 17)/, con- 
tenente cinque doppi legami. Allo stato libero l’aci- 
do arachidonico è presente in tutti i tessuti in con- 
centrazioni bassissime (10:°M), pressocché ineffi- 
caci come substrato, mentre è presente in elevate 
quantità nei fosfolipidi di membrana, dai quali vie- 
ne liberato, come pure l’acido omo-y-linoleico e ei- 
cosapentaenoico, per azione della fosfolipasi A; 
enzima presente allo stato silente nelle membrane 
stesse ed attivato dai Ca?*. Si ritiene pertanto che il 
flusso di sintesi degli eicosanoidi sia innescato e re- 
golato dall’attività della fosfolipasi A) e quindi da- 
gli eventi che portano all’aumento della concentra- 
zione dei Ca?*- L'azione antinfiammatoria degli ste- 
roidi è dovuta all’azione inibitoria da essi esercita- 
ta sulla fosfolipasi 43. 

Una via minore, ma non trascurabile, della pro- 
duzione di acido arachidonico e degli altri acidi po- 
lienoici progenitori degli eicosanoidi, deriva dall’a- 
zione della fosfolipasi C sui fosfolipidi di membra- 
na, cui consegue quella della diaci/glicerolo lipasi e 
della monogliceride lipasi. Anche questa via è inne- 
scata dai meccanismi di attivazione della fosfolipa- 
si C. 

La biosintesi degli eicosanoidi è governata da 
due enzimi fondamentali: la acido grasso cicloossi- 
genasi, che da inizio alla formazione di prostaglan- 
dine, prostacicline e trombossani, e la acido gras- 
so lipoossigenasi che conduce alla produzione di 
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Figura 22.42 Strutture delle principali prostaglandine e della prostaciclina I, (PGI,) 


leucotrieni, lipossine e HETE. Una terza, minore, 
via biosintetica, è dovuta all’intervento del sistema 
ossidativo del citocromo P450, che produce epossidi 
(diHETE e HETE). La cicloossigenasi è parte del 
complesso enzimatico prostaglandina sintetasi, le- 
gato alle membrane del reticolo endoplasmatico e 
del nucleo ed è costituita da un dimero di PM 
125.000, contenente il gruppo eme come cofattore. 
Il complesso enzimatico catalizza due reazioni con- 


secutive (Fig. 22.43). La prima reazione, catalizza- 
ta dalla cicloossigenasi, consiste nella addizione di 
due molecole di ossigeno, una in C-9/C-11 ed una 
in C-15 con contemporanea formazione del legame 
fra C-8 e C-12. Si produce così la PGG, La secon- 
da reazione, catalizzata da una idroperossidasi glu- 
tatione dipendente, è una idroperossidazione in C- 
15 che porta alla trasformazione della PGG, in 
PGH>. La parte del processo biosintetico governato 


ate 
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Figura 22.43 Strutture dei principali trombossani (TXA, e TXB,) e leucotrieni (LTA,, LTB4, LTCa, 
LTDa, LTE4) 
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Figura 22.44 Duplice azione della cicloossigenasi. A: azione ossigenasica; B: azione perossidasica 
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Figura 22.45 Schema della via di biosintesi dei trombossani, prostaglandine e prostacicline dall’a- 


cido arachidonico 


dalla prostaglandina sintetasi è comune a tutti i tes- 
suti; le ulteriori tappe invece procedono in modo 
specifico nei singoli tessuti. Ad esempio, in alcuni 
tessuti la PGH, viene trasformata in altre prosta- 
glandine dalle endoperossido isomerasi, in altri in 
trombosani dalla trombossano sintetasi, in altri an- 
cora in prostacicline dalla prostaciclina sintetasi. Le 
vie di biosintesi di prostaglandine, prostacicline e 
trombossani a partire dall’acido arachidonico sono 
schematizzate nella Figura 22.45 

La cicloossigenasi presenta la peculiare pro- 
prietà di auto-inattivarsi dopo 15-30 secondi di at- 
tività (enzima suicida), dando quindi alla propria 
azione carattere di discontinuità. L’aspirina esplica 
la sua azione farmacologica inibendo per acetilazio- 
ne, e quindi irreversibilmente, la ciclo-ossigenasi e 
conseguentemente inibendo la sintesi delle prosta- 
glandine e dei composti affini. Analoga azione ini- 
bitoria è esercitata da altri farmaci antiinfiammato- 
ri, quali l’indometacina e l’ibuprofene, che però so- 
no inibitori reversibili. Esempi di prostaglandine 
derivate dall’acido omo-y-linolenico e dall’acido 
eicosapentaenoico, con intervento iniziale della ci- 
cloossigenasi, sono riportate nella Fig. 22.46. 


È si Le' È c Hat OOH 
R' et R ? R' 7, 
HH Ò 


H 
1-idroperossi-2-trans,4cis- 
pentadiene 


1,4-cis,cis-pentadiene 


La lipoossigenasi, che pure è attiva sull’acido 
arachidonico liberato dai fosfolipidi di membrana, è 
un enzima citosolubile che catalizza l’addizione di 
una molecola di ossigeno a livello di un doppio le- 
game con formazione di un gruppo idroperossido. 
Ne consegue un riarrangiamento intramolecolare, 
con spostamento del doppio legame e cambiamen- 
to di configurazione da cis a trans: 


Nelle cellule animali sono presenti tre principali 
forme di lipoossigenasi, la 5-/ipoossigenasi, 12-li- 
poossigenasi, e 15-lipoossigenasi a seconda dell’a- 
tomo di C dell’acido arachidonico e livello del qua- 
le è inserito 1’O, (Fig. 22.47). A seconda delle cel- 
lule può essere espressa l’una e l’altra delle lipoos- 
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Figura 22.46 Schema della biosintesi di alcune prostaglandine a partire da acido omo-y-linolenico 


e acido eicosapentaenoico 


sigenasi. Per esempio i leucociti neutrofili e basofi- 
li e le mastcellule sono ricchi di 5-lipoossigenasi; 
gli eosinofili, i reticolociti, i linfociti e le cellule 
epiteliari tracheali di 15-lipoossigenasi; le piastrine, 
le cellule delle isole pancreatiche, le cellule musco- 
lari lisce dei vasi e le cellule glomerulari renali di 
12-lipoossigenasi. 

Le tappe principali della biosintesi dei leucotrie- 


ni e della lipossina LXAy, a partire dal S-HPETE, 
sono illustrate nella Figura 22.48. 

La conversione del 5-HPETE a LTA,, LTBy, 
LTC4, LTDy e LTE4, richiede l’intervento di speci- 
fiche sintetasi. Tra queste, particolare rilevanza ha 
la LTC, sintetasi che inserisce un resto di glutatio- 
ne ridotto (attraverso il gruppo sulfidrilico del resto 
cisteinico) sul C-6 rompendo il ponte epossidico tra 
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Figura 22.47 Principali forme di lipoossigenasi presenti nei tessuti animali ed eicosanoidi da esse 


prodotti a partire dall’acido arachidonico 





C-5 e C-6 dell’LT,. Le sintetasi che intervengono 
successivamente rimuovono, sequenzialmente, un 
resto di acido glutamico e di glicina. 

I prodotti formati a partire dall’acido arachidoni- 
co per ossidazione promossa dal citocromo Pys0 in- 
cludono epossidi (EE) di HETE e alcune forme di 
HETE, a funzione ancora ignota, con eccezione del 
5,6-EET di cui è stata segnalata un’azione inibitoria 
sulla Na”, K*-ATPasi. 

La biosintesi della resolvina RvE] (resolvina 
della serie “E” da EPA), a partire dall’acido eico- 
sapentaenoico (Fig. 22.49) prevede prima l’ossige- 
nazione sul CS dal carbossile per opera della lipoos- 
sigenasi-5, e quindi l’epossidazione catalizzata dal- 
le cicloossigenasi-2 con intervento del citocromo 
p450. Si forma i/ 5-epossi-18-HEPE, che viene 
idrolizzato enzimaticamente a RvE/. Questa resol- 
vina viene biosintetizzata dai neutrofili-polimorfo- 
nucleati 

Gli eicosanoidi hanno vita molto breve in quan- 
to vengono inattivati in situ (attraverso processi ri- 
duttivi a livello dei doppi legami) oppure, una vol- 
ta in circolo, nel tessuto polmonare. // catabolismo 
polmonare degli eicosanoidi è così rapido che vi 


vengono completamente demoliti dopo un solo pas- 
saggio attraverso il letto polmonare. 


Funzione 


Prostaglandine. Esplicano una notevole varietà 
di azioni anche a concentrazioni molto basse (nano 
molari). Innanzitutto esse sono i mediatori naturali 
dell’infiammazione e sono coinvolte nella regola- 
zione della temperatura corporea: i pirogeni attiva- 
no i processi di biosintesi delle prostaglandine, in 
particolare le PGF,, a livello ipotalamico, produ- 
cendo ipertermia. Un secondo “target” delle prosta- 
glandine è la muscolatura liscia, la cui contrazione 
può essere stimolata o inibita. Le PGE e le PGA, ad 
esempio, determinano vasodilatazione e broncodi- 
lazione, le PGF vasocostrizione e broncocostrizio- 
ne. La PGF, e la PGE; inibiscono la mobilità ed il 
tono dell’utero non gravido, mentre stimolano la 
contrazione dell’utero gravido, tanto da essere uti- 
lizzate in luogo della ossitocina nell’induzione del 
travaglio. Molte azioni delle prostaglandine sono 
mediate dal sistema adenilato ciclasi/cAMP/protei- 
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Figura 22.48 Schema del processo di biosintesi dei leucotrieni e della lipossina LXA4 a partire dal 


5-HPETE 





ne chinasi A in senso sia attivatorio che inibitorio. È 
probabile un intervento diretto a livello delle pro- 
teine G implicate nel processo con azione modula- 
trice (“up” e “down”) sulle subunità G; e Gs. 

In molti tessuti le prostaglandine agiscono mo- 
dulando l’azione degli ormoni sulla adenilato ci- 
clasi, a volte amplificandone l’effetto, come nel ca- 
so del TSH sulla tiroide o dell’ACTH sulle ghian- 
dole surrenali, a volte riducendolo (freno metaboli- 
co), come nel caso dell’adrenalina sul tessuto adi- 
poso. A livello del sistema nervoso le prostaglandi- 
ne possono modificare l’azione dei neurotrasmetti- 
tori. Le PGE, ad esempio, che vengono rilasciate 
nelle sinapsi del sistema neurovegetativo simpatico 
per stimolazione del nervo, inibiscono il rilascio 


della noradrenalina nella stessa sinapsi e quindi la 
sua azione. 


Trombossani e prostacicline. Trombossani e 
prostacicline agiscono in modo antagonistico su al- 
cune funzioni. I trombossani (particolarmente il 
TXA.), sintetizzati nelle piastrine, hanno azione Va- 
socostrittrice, specie sul distretto coronarico, forte- 
mente aggregante le piastrine, ed ipertensiva. Per 
contro le prostacicline, quali la PGI, e la PGI; , 
prodotte dalle pareti dei vasi, hanno azione vasodi- 
latante, antiaggregante ed ipotensiva. Da un giusto 
bilancio di queste azioni antagoniste deriva la con- 
dizione di normalità fisiologica. 
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Figura 22.49 Schema del processo di biosintesi di resolvine della serie E (da acido eicosapentae- 


noico, EPA) a partire da EPA 
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Rv: resolvina. 


Leucotrieni e lipossine. Formatisi abbondante- 
mente nei globuli bianchi (donde il nome) i leuco- 
trieni facilitano la chemotassi, i processi infiamma- 
tori e le reazioni allergiche. L’LTC, e LTD, sono i 
componenti attivi della sostanza dell’anafilassi a 
lenta reattività (SRS-A). Essi hanno un’azione vaso 
costrittiva bronchiolare 1000 volte superiore a 
quella esercitata dall’istamina. I leucotrieni facili- 
tano il rilascio di liquido da parte dei piccoli vasi 
sanguigni ed hanno effetto costrittore sulle arterie 
coronariche. L’LTBy esercita spiccata azione che- 
motassica di neutrofili ed eosinofili nelle sedi di in- 
fiammazione. 

Le lipossine esercitano azione vasocostrittrice e 
hanno un ruolo immunodepressivo. La lipossina A 
stimola la chemotassi e la formazione dell’anione 
superossido nei leucociti neutrofili in corso di fago- 
citosi, e causa contrazioni della muscolatura liscia 
dei vasi. Si ritiene che queste azioni siano correlate 


con la sua capacità di attivare la proteina chinasi C. 
Ciò spiega la patogenesi dell’asma allergica indot- 
ta da determinati allergeni (pollini) o altri agenti. 
Questi agirebbero stimolando a livello polmonare la 
formazione di leucotrieni. 


Resolvine. Le resolvine svolgono un ruolo atti- 
vo nel risolvere lo stato infiammatorio facilitando il 
riassorbimento degli essudati, promuovendo la ri- 
mozione di leucociti apoptotici ed esercitando azio- 
ne antibatterica. 


DOCOSANOIDI: RESOLVINE, 
PROTETTINE E 
NEUROPROTETTINE 


Con il termine docosanoidi si intendono i deri- 
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Figura 22.50 Struttura di alcuni docosanoidi: Resolvina Ei (derivata dall’EPA), Resolvina D2, 
Resolvina D3 e Neuroprotettina D1, queste tre derivate dal DHA 


vati dell'acido docosaesaenoico (DHA), acido gras- 
so essenziale a 22 atomi di C, della serie ©-3, con- 
tenente 6 doppi legami. Il DHA viene incorporato 
nei fosfolipidi, dai quali può essere liberato per 
azione della fosfolipasi A, a seguito di precise sti- 
molazioni, ed essere trasformato in composti bioat- 
tivi identificati molto recentemente: si tratta delle 
resolvine, protettine e neuroprotettine, particolar- 
mente efficaci nel promuovere la risoluzione spon- 
tanea dello stato infiammatorio e nel contrastare gli 
effetti della ipossia e dello stress ossidativo. 


Struttura chimica e metabolismo dei principali 
docosanoidi. La struttura chimica di componenti di 
ciascuna famiglia di docosanoidi (resolvine, protet- 
tine e neuroprotettine) è riportata nella Fig. 22.50. 
Molto importanti, ai fini delle attività bioattive, s0- 
no le sequenze dei doppi legami e le configurazio- 
ni steriche, per cui solo alcuni isomeri sono provvi- 
sti di attività. 

La biosintesi di alcune resolvine, a partire da 
DHA è illustrata schematicamente nella Fig. 22.51; 
quella di protettine, in particolare la protettina a lo- 
calizzazione nel tessuto nervoso (neuroprotettina 
DI) nella Fig. 22.52. Le reazioni di sintesi fonda- 
mentali sono: ossigenazione, catalizzate da lipo-0s- 


sigenasi; epossidazioni, catalizzate da ciclo-ossige- 
nasi: idrolisi, catalizzate da idrolasi. Questi enzimi 
sono substrato e stero-isomero specifici. I processi 
di inattivazione dei docosanoidi, ancora incomple- 
tamente noti, prevedono comunque riduzioni a li- 
vello dei doppi legami, e frammentazioni. 


Funzione 


Come già accennato sopra le resolvine svolgono 
un ruolo antiinfiammatorio consistente nello stimo- 
lare la spontanea tendenza alla risoluzione dello sta- 
to infiammatorio una volta rimossa la causa che lo 
ha procurato. Pertanto esse promuovono: l’assun- 
zione e la degradazione di neutrofili apoptotici dal 
sito infiammatorio da parte dei macrofagi; l’arresto 
della migrazione transendoteliare dei neutrofili; 1’1- 
nibizione della trascrizione indotta dai fattori pro- 
infiammatori TNF-} e IN-10; il riassorbimento del- 
l’essudato infiammatorio; la riduzione della vaso- 
obliterazione e neo-vascolarizzazione dell’occhio. 
Le protettine inibiscono l’espressione di geni pro- 
infiammatori, incentivano l’espressione delle pro- 
teine anti-apoptotiche della famiglia Bcl-2, Bcl-x| 
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Figura 22.51 Schema del processo di biosintesi di alcune resolvine della serie D (da acido doco- 
saesaenoico, DHA) a partire da DHA 
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I CANNABINOIDI ESOGENI ED ENDOGENI 


La canapa (Cannabis sativa o Cannabis indica) è una pianta erbacea a ciclo an- 
nuale, coltivata da oltre 4500 anni per la fibra e per l’olio ricavato dai semi. Essa è no- 
ta da secoli per le sue proprietà terapeutiche, tanto che già nel “Pen T’sao Ching” 
(2700 a.C.), il più antico testo cinese sulle piante medicinali, veniva consigliata nel 
trattamento di disturbi femminili, gotta, reumatismi, malaria, stipsi e debolezza men- 
tale. Nel corso del XIX secolo si svilupparono gli studi scientifici sugli impieghi tera- 
peutici di preparati a base di canapa, che cominciarono a trovarsi sugli scaffali della 
gran parte delle farmacie, sia in Europa che negli Stati Uniti. Anche in Italia alcuni ri- 
cercatori, tra i quali Carlo Erba, avevano effettuato studi pionieristici sulla canapa. Nel 
1964, un gruppo di ricercatori israeliani, guidati da Mechoulam, isolò e sintetizzò il 
principio attivo della canapa: il A°-tetraidrocannabinolo (THC) (Fig. 23.1). Fu così 
possibile sintetizzare in laboratorio questo fitocannabinoide e studiarne le proprietà 
farmacologiche. 

Attualmente è noto che la canapa contiene più di 400 composti chimici, 66 dei qua- 
li sono stati identificati come “cannabinoidi” con caratteristiche psicoattive e non. Tra 
questi composti, che appartengono alla categoria dei ferpenoidi, ricordiamo il canna- 
bidiolo (CBD) (Fig. 23.1), un isomero del THC, il cannabinolo, un prodotto derivato 
dall’ossidazione del THC, la cannabivarina, la cannabidivarina, analoghi del canna- 
binolo e del CBD, rispettivamente, e /'acido cannabidiolico. Le modalità di interazio- 
ne tra questi composti ed il THC non sono note, sebbene studi clinici abbiano descrit- 
to la capacità del CBD di agire come una sostanza atta a bilanciare l’effetto psicoatti- 
vo del THC, con risultati promettenti nel trattamento della sclerosi multipla. Tali sco- 
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Figura 23.1 Struttura chimica dei principali cannabinoidi contenuti nella Cannabis sativa (THC e 


CBD) e dei più importanti endocannabinoidi 


perte aprirono nuovi orizzonti a un possibile uso te- 
rapeutico della Cannabis sativa ed infatti negli ulti- 
mi decenni del secolo scorso si è assistito a un ritor- 
no d’interesse del mondo scientifico nei suoi con- 
fronti. 

Attualmente, la canapa è usata per contrastare la 
diminuzione dell’appetito nei pazienti affetti da 
AIDS e nei malati terminali di cancro, o per dimi- 
nuire la nausea causata dai trattamenti chemiotera- 
pici e dalle radiazioni. La canapa, inoltre, agisce co- 
me antidolorifico, diminuisce la rigidità muscolare 
nei pazienti con sclerosi multipla e riduce 1 movi- 
menti ipercinetici negli individui affetti da morbo di 
Parkinson. I principali effetti del THC a livello del 
sistema nervoso centrale (SNC) e dei tessuti perife- 
rici sono riportati nella Tabella 23.I. 

I dati sperimentali raccolti durante gli anni ot- 
tanta del secolo scorso portarono ad ipotizzare la 
presenza di recettori selettivi per il THC e per gli al- 
tri cannabinoidi e nel 1990 fu isolato e clonato dal- 
la corteccia cerebrale di ratto un recettore tran- 
smembrana in grado di legare il THC e di inibire 
l’adenilato ciclasi. Il recettore fu battezzato ‘recet- 


tore cannabico di tipo-1” (type-1 cannabinoid re- 
ceptor, CBIR), perché ben presto si individuò un se- 
condo recettore nel sistema immunitario, il ‘‘recet- 
tore cannabico di tipo-2” (tvype-2 cannabinoid re- 
ceptor, CB2R). L'attivazione di quest’ultimo rende- 
va conto degli effetti immunosoppressivi che 1 deri- 
vati della canapa esercitavano sul sistema immuni- 
tario. 

La scoperta della presenza di recettori in grado 
di legare il THC portò 1 ricercatori ad ipotizzare l’e- 
sistenza di un ligando endogeno degli stessi recetto- 
ri. Infatti, nel 1992 fu isolato dal cervello di maiale 
il primo ligando endogeno in grado di legarsi selet- 
tivamente ai CBR: si trattava dell’N-arachidonile- 
tanolammina, nota anche come anandammide 
(AEA) dalla parola sanscrita ananda (‘stato di gra- 
zia’). Chimicamente, 1’ AEA è l’ammide derivata 
dalla condensazione fra l’acido arachidonico e l’e- 
tanolammina (Fig. 23.1). Successivamente, fu iso- 
lato dall’intestino di cane e dal cervello di ratto un 
altro tipo di molecola, appartenente alla classe dei 
monoacilgliceroli: il 2-arachidonilglicerolo (2-AG) 
(Fig. 23.1). Tale lipide, presente a concentrazioni 
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Tabella 23.I 


Principali effetti del THC nel sistema nervoso centrale e nei tessuti periferici. 


SISTEMA NERVOSO 
CENTRALE 


Euforia, benessere, rilassamento, sonnolenza. 
| Alterazione della memoria a breve termine, difficoltà di concentrazione. 


Riduzione del tempo di reazione, dell'attenzione e del coordinamento motorio. 
Aumento dell'appetito, soppressione della sensazione di sazietà. 


Diminuzione del dolore. 


Tachicardia. 


ORGANI PERIFERICI 


Secchezza delle fauci. 


Rilassamento muscolare. 


Immunosoppressione. 


Riduzione della pressione intraoculare. 


Diminuvizione degli ormoni sessuali. 
Aumento della prolattina (galattorrea). 


100-200 volte più elevate di quelle dell’AEA, pro- 
duceva i medesimi effetti del THC e fu proposto 
inizialmente come ligando d’elezione del recettore 
CB2R. In seguito, fu scoperto che mentre 1’ AEA at- 
tivava preferenzialmente il recettore CB1R, il 2-AG 
poteva attivare indifferentemente entrambi i tipi di 
recettori cannabici. 

Attualmente sono noti altri derivati degli acidi 
grassi analoghi dell’AEA e del 2-AG, quali la N- 
arachidonildopammina (NADA), il 2-arachidonil- 
gliceriletere (noladin etere), capaci di legare en- 
trambi i recettori cannabici, anche se con una mag- 
giore affinità per il CB1R, e la virodammina, con 
attività di antagonista e/o di agonista inverso nei 
confronti del CBIR. Quest'ultima è un’anandam- 
mide “invertita” (virodha in sanscrito), che deriva 
dalla condensazione dell’acido arachidonico con 
l’etanolammina mediante un legame estereo anzi- 
ché ammidico (Fig. 23.1). Sebbene strutturalmente 
differenti dai fitocannabinoidi, tali composti lipidi- 
ci sono in grado di attivare, con diversa selettività, 
i recettori cannabici, mimando in tal modo alcuni 
effetti anche psichici del THC. 

L’AFA, il 2-AG ed i loro analoghi sono stati 
chiamati collettivamente “endocannabinoidi”, per 
analogia con le “endorfine”, i ligandi endogeni dei 
recettori oppiacei. Essi costituiscono una nuova 
classe di mediatori lipidici che comprende amidi, 
esteri ed eteri degli acidi grassi poli-insaturi a cate- 
na lunga, tutti dotati di proprietà “cannabimimeti- 
che”. Un composto è definito “cannabimimetico” 
se è positivo al test noto come “es? della tetrade”, 
cioè l’induzione di: 1) ipotermia, 2) analgesia, 3) 
catalessi e 4) ipomotilità. 

Oltre agli endocannabinoidi, sono noti altri com- 
posti come la N-o/eiletanolammina (OEA), la N- 
palmitiletanolammina (PEA), la N-steariletanolam- 





mina (SEA), e l’oleammide che, pur non essendo 
considerati veri e propri endocannabinoidi, presen- 
tano un’azione endocannabinoide-simile. Infatti, ta- 
li molecole, intervenendo negativamente sul meta- 
bolismo degli endocannabinoidi autentici, ne poten- 
zierebbero l’effetto con un’azione di contorno (ef 


fetto “entourage ’). 


IL SISTEMA ENDOCANNABINOIDE 


I recettori per i cannabinoidi (CBIR e CB2R), i 
loro ligandi endogeni (endocannabinoidi, in parti- 
colare AEA, 2-AG e N-aciletanolammine, NAE) e 
le proteine coinvolte nella loro sintesi, trasporto ed 
inattivazione formano un sistema cannabinoide en- 
dogeno integrato, noto come sistema endocannabi- 
noide (SE). 

Uno schema riassuntivo di tutte le proteine coin- 
volte nel sistema endocannabinoide è presentato 
nella Figura 23.2. 


Vie di biosintesi 


Gli endocannabinoidi sono considerati newro- 
modulatori locali, sintetizzati e rilasciati in seguito 
ad uno stimolo, quale l’ingresso di ioni calcio, attra- 
verso vie biosintetiche finemente regolate. Tale 
meccanismo di biosintesi su richiesta (“on de- 
mand”) rende gli endocannabinoidi simili ad altri 
derivati dell’acido arachidonico, quali le prosta- 
glandine ed i leucotrieni, e li distingue dai neuro- 
modulatori classici, quali l’acetilcolina, il glutam- 
mato e la noradrenalina, che sono pre-sintetizzati, 
conservati in vescicole secretorie e, in seguito ad 
uno stimolo, rilasciati (vedi Capitolo “Biochimica 
del sistema nervoso”). 
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Figura 23.2 Il sistema endocannabinoide. L'AEA ed il 2-AG sono sintetizzati “on demand” da pre- 
cursori fosfolipidici di membrana ad opera della fosfolipasi D specifica per la N-arachidonifosfati- 
diletanolammina (NAPE-PLD) e della diacilglicerolo lipasi (DAGL) 


Rilasciati nello spazio extracellulare, gli endocannabinoidi si legano ai recettori cannabici (CBR) determinando nume- 
rosi effetti cellulari che vengono terminati dalla loro riassunzione all’interno della cellula, attraverso il trasportatore di 
membrana (AMT). L’AEFA è rapidamente idrolizzata dalla FAAH, che rilascia acido arachidonico (AA) ed etanolammi- 
na (Et-NH), mentre il 2-AG è degradato dalla MAGL in glicerolo ed AA. L’AEA, inoltre, può attivare il recettore vanil- 
loide di tipo-1 (TRPV1), legandosi ad un sito intracellulare e determinando quindi risposte cellulari spesso opposte a 


quelle generate dall’AEA attraverso CBR. 


L’AFA viene biosintetizzata a partire da precur- 
sori fosfolipidici contenuti nella membrana cellula- 
re (Fig. 23.3). La via biosintetica principale preve- 
de la produzione di AEA mediante l’azione sequen- 
ziale di una N-aciltransferasi (NAT) Ca°*-dipen- 
dente e di una fosfolipasi specifica, la N-acilfosfati- 
diletanolammina fosfolipasi D(NAPE-PLD). Nella 
prima reazione, la NAT catalizza il trasferimento 
dell’acido arachidonico dalla posizione sn-1 della 
fosfatidilcolina al gruppo amminico della fosfatidi- 
letanolammina, generando l’N-arachidonilfosfati- 
diletanolammina (NArPE). La NArPE così prodot- 
ta è idrolizzata dalla NAPE-PLD che, in presenza di 
Ca°*, scinde il legame fosfoestereo della NArPE, ri- 
lasciando AEFA e acido fosfatidico. L'enzima NAT è 
stato identificato nelle preparazioni microsomiali 
cerebrali e testicolari, ma non è ancora stato clona- 
to e caratterizzato. La NAPE-PLD, che appartiene 
alla famiglia delle f}-/attamasi contenenti zinco, è 
stata invece isolata e clonata nel ratto, nel topo e 
nell’uomo, mostrando un’alta omologia di sequen- 
ze aminoacidiche (circa il 90%) tra le varie specie. 
È stato osservato che la NAPE-PLD è struttural- 


mente e funzionalmente distinta dalle altre PLD e 
riconosce non solo il NArPE ma anche altre N-acil- 
fosfatidiletanolammine con gruppi N-acilici diversi. 

Un secondo percorso sintetico prevede che la 
NArPE possa essere idrolizzata da una /osfolipasi 
C (PLC), rilasciando la fosfo-AEA (p-AEA), che 
viene successivamente defosforilata ad AEA da una 


fosfatasi (Fig. 23.3). Un’ulteriore via per la sintesi 


dell’AEA prevede una duplice deacilazione della 
NArPE, con formazione prima di /iso-NArPE e poi 
di glicerofosfo-AEA che viene rapidamente idroliz- 
zata ad AFA. 

Anche il 2-AG, come l’AFA, è sintetizzato “on 
demand” a partire da precursori fosfolipidici di 
membrana (Fig. 23.4). Il primo prodotto della rea- 
zione di sintesi del monoacilglicerolo è 1’ /-aci/-2- 
arachidonilglicerolo (DAG), che si può formare at- 
traverso due reazioni alternative: una catalizzata 
dalla PLC che agisce sul fosfatidilinositolo, conte- 
nente acido arachidonico, l’altra da una /osfoidrola- 
si che idrolizza l’acido fosfatidico (PA), pure conte- 
nente acido arachidonico. Il DAG così formato è 
convertito in 2-AG mediante l’azione di una diaci!- 
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Figura 23.3 Schema della biosintesi dell’AEA 
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Figura 23.4. Schema della biosintesi del 2-AG 
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glicerolo lipasi (DAGL), recentemente clonata, spe- 
cifica per la posizione sn-1, associata alla membra- 
na cellulare e dipendente da Ca?*. In alternativa, 
una fosfolipasi può convertire il fosfatidilinositolo 
(PI) in liso-PI, che a sua volta è trasformato in 2- 
AG ad opera della PLC Ca?*-dipendente. 


Meccanismi di trasporto 


L’azione biologica degli endocannabinoidi è di 
breve durata, a seguito dell’emivita relativamente 
breve di queste molecole. Esse infatti sono soggette 
a un processo di disattivazione che prevede la loro 
ricaptazione da parte delle cellule, l’idrolisi enzi- 
matica e la riesterificazione dei prodotti dell’idroli- 
si in fosfolipidi e l’inserimento di questi nella 
membrana. 

Gli endocannabinoidi, essendo molecole lipofi- 
le, possono diffondere liberamente attraverso il 
doppio strato lipidico delle membrane cellulari. 
Tuttavia, c’è motivo di ritenere che un processo di 
diffusione semplice sia incompatibile con i tempi 
biologici, e si pensa quindi che l’internalizzazione 
degli endocannabinoidi avvenga attraverso una spe- 
cifica proteina di trasporto collocata sulle membra- 
ne cellulari. In particolare è stata postulata l’esi- 
stenza di uno specifico #rasportatore di membrana 
dell'AEA (‘“anandamide membrane transporter, 
AMT”), in grado di veicolare l’AFA attraverso la 
membrana cellulare. Sebbene questo trasportatore 
non sia stato ancora isolato, il fatto che il trasporto 
dell’AEA ha le caratteristiche della diffusione faci- 
litata, che essa avviene in entrambe le direzioni (in 
entrata ed in uscita dalla cellula), che è indipenden- 
te dagli ioni Na' e dall’idrolisi dell’ ATP ed è inibi- 
to selettivamente da PEA, OFA e dai cannabinoidi 
THC e CBD è a favore della sua effettiva presenza. 
Si ritiene inoltre che il meccanismo di captazione 
cellulare dell’AEA potrebbe valere anche per il 2- 
AG e, forse, per gli altri endocannabinoidi. 

In aggiunta a questo meccanismo di trasporto, è 
stato anche proposto che la ricaptazione cellulare 
dell’AEA possa dipendere dall’idrolisi enzimatica 
ad opera della FAAH (vedi oltre); questo enzima 
sarebbe in grado di creare e mantenere un gradien- 
te di concentrazione permanente dell’endocannabi- 
noide attraverso la membrana plasmatica, permet- 
tendone il passaggio per diffusione semplice. 

Una ulteriore possibilità di internalizzazione 
dell’AEA è attraverso un processo di endocitosi. 
Infatti, trattando le membrane cellulari con 5-f}-me- 
tilciclodestrina, sostanza in grado di sequestrare il 
colesterolo e perturbare così il processo endocitoti- 
co, si osserva un dimezzamento del tempo di tra- 


sporto dell’AEA, il che confermerebbe la presenza 
di una proteina in grado di legare e trasportare il li- 
pide all’interno del citoplasma. 


Vie di degradazione 


Una volta attraversata la membrana plasmatica, 
l’AEA è degradata da un’idrolasi specifica, la 
FAAH (‘“fattv acid amide hvdrolase”), che idrolizza 
il legame amidico dell’ AFA rilasciando acido ara- 
chidonico ed etanolamina (Fig. 23.5). 

La FAAH è un enzima dimerico legato alla 
membrana mediante segmenti ad o.-elica; appartie- 
ne alla famiglia delle ammidasi ed è caratterizzata 
da regioni altamente conservate, ricche di residui di 
serina, glicina e alanina. L'attività dell’ enzima è se- 
lettiva per le amidi di acidi grassi a catena lunga ed 
è sensibile agli inibitori delle proteasi a serina, seb- 
bene presenti una triade catalitica inusuale: serina- 
serina-lisina (Ser241-Ser217-Lys142), invece della 
classica serina-istidina-aspartato. 

La FAAH è maggiormente espressa nel sistema 
nervoso centrale (SNC) ed in particolar modo nelle 
aree in cui vi è una maggiore presenza di recettori 
CBIR. Essa è in grado di riconoscere e di idrolizza- 
re anche altre amidi degli acidi grassi, come la 
PEA, la SEA, l’OEA con un’attività ottimale a pH 
9,0. Di recente è stata scoperta una nuova FAAH, 
indicata come FAA/H-2, caratterizzata da una mag- 
giore selettività per gli acidi grassi monoinsaturi 
(C18:1 NAE) rispetto a quelli poli-insaturi (C20:4 
NAE, per esempio l’AEA), se confrontata con la 
FAAH (Fig. 23.5). E possibile che questi due enzi- 
mi possano contribuire in modo differente al cata- 
bolismo delle NAE. Infatti, sono localizzati in aree 
differenti all’interno della cellula: il sito attivo del- 
la FAAH si affaccia sul compartimento citoplasma- 
tico della cellula, mentre quello della FAAH-2 si af- 
faccerebbe sul versante luminale degli organelli. 
Nei lisosomi, inoltre, è stata scoperta un’ammidasi 
acida appartenente alla famiglia delle colilglicina- 
idrolasi, nota come NAAA (‘N-acylethanolamine- 
hydrolyzing acid amidase”’) ed in grado di idroliz- 
zare la PEA e ’AEFA. Coerentemente con la sua lo- 
calizzazione, il pH ottimale della NAAA è compre- 
so tra 4,5 e 5,0 (Fig. 23.5). 

L’enzima principalmente coinvolto nella degra- 
dazione del 2-AG è la monoacilglicerolo lipasi 
(MAGL), una proteina citosolica, ampiamente ca- 
ratterizzata in vitro ed in vivo, che idrolizza il lega- 
me estereo del monoacilglicerolo, rilasciando aci- 
do arachidonico e glicerolo (Fig. 23.6). 

Il cDNA della MAGL, clonato nell’uomo, ha 
mostrato un’omologia dell’84% con quello murino 
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Figura 23.5 Schema della metabolizzazione e degradazione dell’AEA 
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FAAH, FAAH-2: diverse forme di idrolasi delle ammidi degli acidi grassi; NAAA: idrolasi acida delle ammidi degli aci- 
di grassi; 12-LOX: lipossigenasi (in C12 del residuo di acido arachidonico); 12(5)-HAEA: 12-idrossitetraenoiletano- 
lammide; COX-2: cicloossigenasi-2; PGE9-EÀ: prostaglandina-etanolammide; AA: acido arachidonico. 


e dell’85% con quello di ratto. L’enzima sembra es- 
sere ubiquitario, con una maggiore espressione nelle 
aree cerebrali in cui il recettore CBIR è più abbon- 
dante: ippocampo, corteccia e cervelletto. È impor- 
tante notare che la MAGL è presente maggiormente 
a livello pre-sinaptico, coerentemente con il suo ruo- 
lo nell’inattivazione del segnale retrogrado neurona- 
le. Anche la FAAH riconosce e idrolizza il 2-AG. 
Vie alternative di metabolizzazione dell’AEA e 
del 2-AG coinvolgono le lipossigenasi (LOX), la ci- 
cloossigenasi-2 (COX-2) o il citocromo P450 (Figg. 
23.5 e 23.6). Le LOX sono enzimi contenenti ioni 
ferro, che aggiungono una singola molecola di ossi- 
geno agli acidi grassi poliinsaturi, convertendoli in 
idroperossidi coniugati, rapidamente ridotti nei cor- 
rispondenti idrossidi. Le 12- e 15-LOX sono isoen- 
zimi differenti, che convertono l’AEA in /2-idros- 
sitetraenoiletanolammide (12-HAEA) e 15-idrossi- 
tetraenoiletanolammide (15-HAEA), gli unici inibi- 
tori naturali della FAAH finora conosciuti. Le COX 
sono enzimi coinvolti nella produzione di prosta- 
noidi a partire dall’acido arachidonico. Mediante 


l’azione della forma inducibile della COX, nota co- 
me COX-2, l’AEFA viene convertita in prostaglan- 
dina-etanolammide (PGE;-EA). L’AEA, inoltre, È 
un substrato del citocromo P450, che la converte in 
lipidi polari di vario genere. Infine, il 2-AG viene 
metabolizzato dalla COX-2 in PGE;-glicerolo 
(PGE,-G) e dalla 12-LOX in /2-idrossieicosate- 
traenoilgliceril-estere (12-HETE-G). 


BERSAGLI MOLECOLARI 


Una volta sintetizzati, gli endocannabinoidi ven- 
sono immediatamente rilasciati dalla cellula nello 
spazio extracellulare, dove legano e attivano i recet- 
tori CBIR e CB2R. Gli endocannabinoidi possono 
esercitare la loro funzione biologica anche attraver- 
so altri recettori, tra cui i recettori cannabici non- 
CBIR e non-CB2R, il recettore TRPVI e una nuo- 
va classe di recettori noti come “recettori attivati 
dai proliferatori dei perossisomi (peroxisome proli- 
ferator-activated receptors, PPAR)”. 
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Figura 23.6 Schema della metabolizzazione e degradazione del 2-AG 


MAGL: monoacilglicerolo (contenente acido arachidonico) lipasi; 12-(5)-HETE-G: 12-(S)-idrossieicosatetraenoilglice- 


ri-estere; PGE»: prostaglandina Ey-glicerolo. 


Recettori cannabici 


Sono già stati citati il recettore cannabico di ti- 
po 1 (CBIR) e il recettore di tipo 2 (CB2R). 
Entrambi i sottotipi recettoriali appartengono alla 
famiglia dei recettori a 7 domini transmembrana 
accoppiati a proteine G trimeriche (G protein-co- 
upled receptors, GPCR), in particolare del tipo ini- 
bitorio (vedi Capitolo “Biochimica cellulare”). 


I CBIR sono i GPCR più abbondanti nel SNC. 
Studi di autoradiografia e di ibridazione in situ han- 
no identificato le aree cerebrali in cui i CB1R ven- 
gono maggiormente espressi: i gangli basali, la re- 
gione del globo pallido, l’ippocampo, la corteccia 
ed il cosiddetto “sistema limbico”, coinvolto nel 
controllo della memoria e di stati emozionali quali 


la rabbia e l’ansia. Tuttavia, iCB1R sono localizza- 
ti anche in tessuti periferici come il tessuto adiposo, 
il fegato, i polmoni, gli organi femminili e maschi- 
li della riproduzione, così come nelle cellule endo- 
teliali e nei linfociti T. I CB2R sono associati prin- 
cipalmente a tessuti e cellule del sistema immunita- 
rio, quali la milza, le tonsille, i linfociti B ed i ma- 
crofagi, ma sono stati evidenziati anche nella retina, 
nelle cellule gliali e nel peduncolo cerebrale. 

Il 2-AG è in grado di attivare con la stessa po- 
tenza sia i CB1R che i CB2R, mentre l’AEA possie- 
de una buona affinità per il CBIR ed è un agonista 
debole del CB2R. La virodammina si comporta co- 
me parziale agonista/antagonista del CBIR e come 
agonista del CB2R, mentre la NADA risulta circa 
40 volte più selettiva per il CBIR che per il CB2R. 
Infine la PEA, la SEA e l’OFA non legano i recet- 
tori cannabici ed è per questa ragione che non sono 


considerati veri e propri endocannabinoidi, ma piut- 
tosto sostanze “endocannabinoidi-simili”. 


Recettori non-cannabici 


Gli endocannabinoidi possono esercitare i propri 
effetti biologici anche mediante l’attivazione di re- 
cettori cannabici ‘non classici”. Questi recettori po- 
trebbero mediare gli effetti dell’AEA e dei suoi 
congeneri, come la PEA e l’OEA, sul rilascio del- 
l’acido arachidonico e sull’attivazione della cascata 
trasduzionale che coinvolge le “proteine chinasi at- 
tivate da mitogeni (mitogen-activated protein kina- 
se, MAPK)” (vedi Capitolo “Biochimica cellula- 
re”). Inoltre 1’ AEA e la NADA sono in grado di at- 
tivare il recettore vanilloide di tipo 1 (TRPVI), sug- 
gerendo una possibile sovrapposizione tra il sistema 
endocannabinoide e quello endovanilloide. L’atti- 
vità biologica dell’AEA mediata dal TRPVI è tal- 
mente evidente che 1’ AEA si può considerare, oltre 
che un endocannabinoide, un ‘“‘endovanilloide” a 
pieno titolo. Il recettore vanilloide è un canale ca- 
tionico non selettivo costituito da sei domini tran- 
smembrana con le estremità aminica e carbossilica 
sporgenti nel citosol. In condizioni di riposo il ca- 
nale è chiuso; quando attivato, permette l’ingresso 
attraverso la membrana di cationi mono- e bivalen- 
ti, con una preferenza per il Ca?* (Fig. 23.7). 
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Gli endocannabinoidi sono in grado di legare e 
attivare anche i recettori attivati dai proliferatori pe- 
rossisomiali (PPAR). Questi recettori sono compo- 
nenti della famiglia dei recettori nucleari coinvolti 
nella regolazione del metabolismo lipidico e gluci- 
dico a livello epatico e adipocitico. Essi sono sud- 
divisi in tre sottotipi, codificati da geni differenti: 
PPARo, PPARY e PPARÒ. Ciascun sottotipo è 
espresso in modo diverso nei tessuti ed attiva l’e- 
spressione dei geni-bersaglio legandosi a specifiche 
sequenze di DNA note come PPRE (peroxisome 
proliferator response elements). L’OEA, la PEA ed 
il 15-HETE-G sono attivatori naturali dei PPARO, 
mentre l’AFA, il 2-AG e la NADA sono in grado di 
attivare i recettori PPARY. 


VIE DI TRASDUZIONE DEL 
SEGNALE 


Quando gli endocannabinoidi si legano ai loro 
recettori, il complesso ligando-recettore che si for- 
ma è in grado di scatenare numerosi e diversificati 
eventi molecolari all’interno delle cellule. Questi 
effetti sono schematicamente riportati nella Tabella 
Z4.IL 

In generale, mentre il CBIR viene fosforilato, 
internalizzato e riciclato all’interno della cellula in 
seguito al legame con il suo agonista, il CB2R è co- 


Figura 23.7 Il recettore TRPVI è un canale cationico costituito da sei domini transmembrana 
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È attivato da ligandi come la capsaicina (CPS) e l’AEA, dal caldo e da valori di pH acidi. Quando attivato, permette 
l'ingresso attraverso la membrana di cationi mono- e bivalenti, con una preferenza per il Ca?* 
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stitutivamente attivo e fosforilato. Come già ripor- 
tato precedentemente, i recettori CBIR e CB2R so- 
no accoppiati alle proteine G di tipo inibitorio e la 
loro attivazione determina un quadro di risposte 
cellulari piuttosto complesso. Queste comprendono 
l’inibizione dell’adenilato ciclasi, che porta ad una 
riduzione dei livelli di AMP ciclico (CAMP), e l’at- 
tivazione delle MAPK. Inoltre l’attivazione dei 
CBIR inibisce i canali del Ca°* voltaggio-dipen- 
denti di tipo L, N e P/O, ha un effetto opposto (at- 
tivazione) sui canali del K* di tipo A, e può stimo- 
lare direttamente il rilascio di ossido nitrico (NO). 
È interessante notare che, al contrario, il CB2R ri- 
duce i livelli di NO inibendo l’enzima che lo sinte- 
tizza, la NO sintasi (NOS). 

In altri casi, l’attivazione dei CBIR stimola la 
fosfolipasi C, con il coinvolgimento di proteine G 
del tipo Gq 0 Gs, e quella dei CBIR e dei CB2R in- 
duce: (1) l’attivazione della FAK (‘“‘focal adhesion 
kinase”); (2) l’attivazione della sfingomielinasi e 
della pa/mitoiltransferasi responsabili entrambe 
della produzione di ceramide; (3) la stimolazione 
della P/3K/PKB. (phosphatidyl-inositol  3- 
kinase/protein kinase B); e (4) l’attivazione di ERK 
(‘extracellular signal-regulated kinase”), di p38 
MAPK e di JNK (c-Jun N-terminal kinase). 

Come detto in precedenza, l’AEA, ma non il 2- 
AG, è in grado di legare il TRPVI. Va sottolineato 
che il legame dell’AEA al TRPVI avviene dal lato 
citosolico, diversamente da quello ai CBR che av- 
viene sul versante extracellulare. E quindi ragione- 
vole pensare che l’effetto netto degli endocannabi- 
noidi sulle vie di trasduzione del segnale (quello 
CBR-mediato rispetto a quello TRPV1-mediato) sia 


influenzato dall’attività del trasportatore di mem- 
brana, che può regolare l’equilibrio tra AEA extra- 
cellulare ed intracellulare. 

Il legame dell’ AEA al recettore vanilloide, oltre 
a determinare un aumento della concentrazione del 
Ca°* intracellulare, causa l’attivazione dei canali 
ionici non-selettivi e di protein-chinasi, seguita dal 
disaccoppiamento mitocondriale e dal rilascio di 
citocromo c. 

Il legame degli endocannabinoidi ai diversi re- 
cettori determina, quindi, diverse risposte in funzio- 
ne del recettore stimolato. Come ultimo esempio 
consideriamo l’azione mediata dai recettori PPAR 
(Tab. 23.II). Questi recettori inducono l’attivazione 
di geni coinvolti nel metabolismo lipidico e glucidi- 
co, come il gene C-EBPa (CCAAT/enhancer-bin- 
ding protein 0), il gene aP2 (adipocyte fatty acid- 
binding protein), il gene dell’adiponectina, e quello 
della /ipoproteina lipasi, oltre ad una serie di geni 
codificanti per proteine associate alla sintesi e al- 
l’accumulo di trigliceridi. 


RILEVANZA DEGLI 
ENDOCANNABINOIDI PER LA 
FISIOPATOLOGIA UMANA 


Fin dalla loro scoperta gli endocannabinoidi 
hanno suscitato profondo interesse, poiché i loro 
bersagli molecolari sono distribuiti in quasi tutti i 
distretti corporei e modulano funzioni importanti 
(Tab. 22.III). 

Essi svolgono un ruolo inibitorio nel controllo 


Tabella 23.II 


Effetti mediati dagli endocannabinoidi e dai loro congeneri. 


RECETTORI CANNABICI “CLASSICI” 
(CB1R/CB2R) 


Inibizione di: adenilato ciclasi, canali di Ca?* di tipo L, N e P/Q, 
' NOS, protein-chinasi apoptotiche 


Attivazione di: canali di K*, MAPK, fosfolipasi Ap citosolica, fosfolipa- 
si C, FAK, PI3K/PKB, ERK, p38 MAPK, JNK, NOS, 
Sfingomielinasi/Palmitoiltransferasi 


RECETTORI CANNABICI 
NON-CB1R/ NON-CB2R 


RECETTORE VANILLOIDE DI TIPO-1 
(TRPV1) 


RECETTORI ATTIVATI DAI 
PROLIFERATORI PEROSSISOMIALI 
| (PPAR) 


| Rilascio di acido arachidonico 
Attivazione di MAPK 


Aumento del Ca?* intracellulare, rilascio del citocromo c 
| Attivazione delle protein-chinasi apoptotiche 
Disaccoppiamento mitocondriale 


| Attivazione dei geni coinvolti nel metabolismo lipidico e glucidico che 
codificano per: C-EBPa, aP2, adiponectina, lipoproteina lipasi 
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Tabella 23.III 
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Azioni biologiche degli endocannabinoidi e dei loro cogeneri nel sistema nervoso centrale e nei tessuti periferici 
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della neurotrasmissione, esercitano un’azione sti- 
molatoria nella regolazione dell’appetito e dell’as- 
sunzione di cibo, regolano processi che interessano 
il sistema cardiovascolare, quello gastrointestinale 
e quello riproduttivo, sia femminile che maschile. 
Sono, inoltre, in grado di regolare le risposte immu- 
nitarie ed infiammatorie e la secrezione endocrina. 


Metabolismo energetico 


L’istinto di consumare cibo è fondamentale per 
la sopravvivenza ed è particolarmente complesso a 
livello genetico, biochimico, culturale e sociale. Il 
controllo biochimico dell’assunzione di cibo è eser- 
citato da una fitta rete di mediatori e di vie di segna- 
le. Questi meccanismi complessi (e talvolta ridon- 
danti) sono sotto il controllo centrale, in particola- 
re dell’inotalamo che viene continuamente infor- 
mato da messaggi periferici sullo stato energetico 
dell’organismo. 


Controllo del tremore e della spasticità 
Blocco dei recettori NMDA 


Interferenza con la trasmissione dopamminergica 
| Potenziamento della catalessia mediata dal GABA 
Inibizione della trasmissione GABAergica 


Controllo del dolore 
Controllo del ciclo sonno/veglia 

Controllo della termogenesi 

Controllo dell'appetito 

Alterazione dei processi di apprendimento e memoria 
Inibizione della trasmissione glutammatergica 


Diminuizione della pressione e del battito cardiaco 
| Ipotensione durante shock emorragico ed endotossico 
Vasodilatazione 

Aggregazione piastrinica 


Modulazione della produzione delle citochine 
Inibizione dell'attivazione dei mastociti 
Stimolazione della crescita delle cellule ematopoietiche 
inibizione della chemiotassi 


Regolazione del trasporto oviduttale 
Controllo dell'impianto della blastocisti 
Modulazione del differenziamento e della crescita dei trofoblasti 
Controllo della vitalità e motilità degli spermatozoi 
| Regolazione della capacitazione e della reazione acrosomiale 


inibizione della peristalsi e della motilità intestinale 


Il livello degli endocannabinoidi ipotalamici au- 
menta nel digiuno e diminuisce immediatamente 
dopo il pasto, indicando il loro coinvolgimento nel 
determinare il senso di fame o di sazietà (Fig. 23.8). 

A livello ipotalamico la specifica azione degli 
endocannabinoidi sui neuropeptidi non è stata an- 
cora definita. Un rapporto funzionale fra il SE e il 
sistema della melanocortina è comunque suggerito 
dall’osservazione che antagonisti del recettore 
CBIR e agonisti del recettore di tipo 4 della mela- 
nocortina, quando somministrati insieme, hanno 
azione sinergica nel limitare l’assunzione di cibo 
nel ratto. Inoltre 1’ AEA induce rilascio del neuro- 
peptide Y (NPY), che viene invece bloccato da anta- 
sonisti recettoriali dei CBIR. Inoltre, l’effetto ores- 
sigenico del NPY è assente nel topo “knockout” per 
CBIR (cblr/), mentre il trattamento con antagoni- 
sti del recettore CBIR nel topo knockout per NPY 
(npy/) è in grado di ridurre l’assunzione di cibo. 

Esiste pure un’interazione fra /eprina, che ha ef- 
fetto anoressigenico, e endocannabinoidi. FElevati 
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Figura 23.8 Principali azioni del SE negli organi 
coinvolti nella regolazione del metabolismo 
energetico 





Gli endocannabinoidi attivano i CB]R ipotalamici, incre- 
mentando l'appetito, e quelli del cosidetto “sistema lim- 
bico”, rendendo i cibi più appetitosi. Nel muscolo sche- 
letrico diminuiscono il consumo di ossigeno e l’assorbi- 
mento di glucosio, mentre nel tessuto adiposo incremen- 
tano la lipogenesi (così come nel fegato) e riducono il ri- 
lascio di adiponectina. Infine, nel tratto gastrointestinale 
(TG) diminuiscono il rilascio dei segnali di sazietà. 


livelli di endocannabinoidi riducono la formazione 
di leptina, mentre la somministrazione di questa so- 
stanza provoca diminuzione dei livelli di AFA e 2- 
AG; verosimilmente ciò si verifica a seguito dell’at- 
tivazione, da parte della leptina, del promotore del 
gene della FAAH, l’enzima responsabile della de- 
gradazione dell’AEA. Anche gli effetti della gre/i- 
na sul meccanismo di regolazione dell’appetito so- 
no dipendenti dal CBIR e quindi mediati dagli en- 
docannabinoidi. L’azione oressigenica della grelina 
risulta inibita quando il CBIR è bloccato da antago- 
nisti, ed è del tutto assente nel topo knockout per il 
CBIR (chile). 

Questa azione può avere come base la stimola- 
zione, da parte sia della grelina sia degli endocan- 


nabinoidi, dell’AMPK (AMP-activated protein ki- 
nase) a livello ipotalamico. Questa chinasi agisce 
come sensore di una condizione di deficit energeti- 
co e di innesco del processo di rifornimento energe- 
tico (vedi Capitolo “Biochimica cellulare”). 

I recettori CCKI, bersaglio dell’ormone della 
sazietà colecistochinina, e i recettori CB1 sono co- 
localizzati sui neuroni vagali afferenti; entrambi 
modulano segnali di sazietà provenienti dal tratto 
gastrointestinale. L’azione periferica dei cannabi- 
noidi endogeni nella stimolazione dell’appetito po- 
trebbe essere mediata dalla regolazione dell’espres- 
sione dei CBIR da parte della colecistochinina. 
Infatti, si è osservato che l’espressione di questi re- 
cettori aumenta nei ratti a digiuno e diminuisce nei 
ratti rialimentati; questi effetti sono bloccati da an- 
tagonisti del recettore CCKI. Inoltre, la sommini- 
strazione di colecistochinina porta ad una diminu- 
zione dei livelli di CBIR. Pertanto, il segnale di sa- 
zietà della colecistochinina potrebbe essere media- 
to da una ridotta attività endocannabinoide. 


Tessuto adiposo 


Il tessuto adiposo rappresenta il principale depo- 
sito di lipidi nell’organismo, e nell’omeostasi ener- 
getica di questo tessuto sono coinvolti gli endocan- 
nabinoidi (Fig. 23.8). In particolare tali composti 
sono in grado di incrementare l’attività della /jpo- 
proteina lipasi, la cui azione porta al deposito dei 
trigliceridi negli adipociti, e di inibire la produzio- 
ne dell’adiponectina, che favorisce invece l’ossida- 
zione degli acidi grassi, riducendo così il peso cor- 
poreo. Ciò fa ritenere che il sistema degli endocan- 
nabinoidi giochi un ruolo rilevante nelle alterazio- 
ni metaboliche legate all’obesità. I primi esperi- 
menti che hanno dimostrato il ruolo del SE nel con- 
trollo dell’omeostasi energetica del tessuto adiposo 
sono stati condotti confrontando i livelli di mRNA 
codificanti per i CBIR di ratti geneticamente obesi 
con quelli di controllo. In questi ultimi, i livelli di 
trascritti dei CB1R erano circa 4 volte inferiori ri- 
spetto a quelli degli animali obesi. Analogamente, 
gli adipociti isolati da animali di laboratorio obesi 
presentavano livelli di CBIR più alti rispetto a 
quelli derivati da animali di controllo. Tali dati so- 
no confermati da quelli derivanti dalla caratterizza- 
zione del SE in una linea murina di pre-adipociti e 
adipociti. Sia i pre-adipociti che gli adipociti di que- 
sta linea cellulare sono in grado di sintetizzare e di 
degradare l’AEA in quanto esprimono la NAPE- 
PLD, V’AMT e la FAAH. Nel corso del differenzia- 
mento dei preadipociti in adipociti maturi il traspor- 
to e la degradazione di AEA aumentano, con conse- 
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guente diminuzione dei suoi livelli, ma con conco- 
mitante aumento dell’affinità di legame dei CBIR 
per cui il trasporto del glucosio attraverso il traspor- 
tatore GLUTA4 è incrementato e l’accumulo di trigli- 
ceridi favorito. Si può pertanto considerare l’AEA 
uno dei segnali di attivazione del differenziamento 
adipocitico, che viene poi “spento” al termine del 
processo adipogenico. Inoltre l’ AEA attiva anche 1 
recettori PPARY, incrementando così la trascrizione 
dei geni marcatori del metabolismo lipidico come 
la lipoproteina lipasi, la C-EBP@, l’aP2, la perilipi- 
na A e l’adiponectina. 


Fegato 


Nel fegato, i recettori CBIR sono espressi, par- 
ticolarmente intorno alla vena centro-lobulare, e i 
livelli di 2-AG sono maggiori rispetto a quelli ri- 
scontrati negli altri organi periferici. La stimolazio- 
ne dei recettori CBI1R inibisce l’adenilato ciclasi, 
attiva la trascrizione di diversi geni coinvolti nella 
sintesi de novo degli acidi grassi, quali il fattore di 
trascrizione lipogenico SREBP-1c (sterol responsi- 
ve element binding protein 1c) ed il complesso del- 
l’acido grasso sintetasi, e inibisce la AMPK: tutti 
questi eventi favoriscono l’accumulo intracellulare 
di lipidi. AI contrario il blocco farmacologico dei 
recettori CBIR è in grado di ridurre la sintesi dei 
trigliceridi. In modelli animali una dieta ad alto 
contenuto di lipidi eleva i livelli epatici di AEA, ini- 
bisce la FAAH, incrementa la quantità di CBIR e 
porta all’instaurarsi di uno stato di steatosi epatica. 
Si può quindi ritenere che il fegato sia un sito pri- 
mario della modulazione della lipogenesi mediata 
dagli endocannabinoidi (Fig. 23.8), e ipotizzare che 
il SE rappresenti un valido bersaglio per il tratta- 
mento farmacologico della steatosi epatica. 


Pancreas 


Le isole di Langerhans umane esprimono en- 
trambi i recettori cannabici, unitamente agli enzimi 
responsabili della sintesi e della degradazione del 2- 
AG, il più abbondante fra gli endocannabinoidi li 
presenti. II CBIR è maggiormente localizzato nelle 
cellule a, secernenti il glucagone, mentre il CB2R 
è localizzato sia nelle cellule o che nelle cellule f}, 
secernenti insulina. Nelle cellule P l’attivazione in 
vitro del CB2R da parte del 2-AG porta a riduzione 
della secrezione di insulina, effetto probabilmente 
mediato dalla modulazione dei livelli di Ca?* intra- 
cellulari. Queste osservazioni suggeriscono un po- 
tenziale ruolo fisiologico degli endocannabinoidi 


nella regolazione della secrezione endocrina del 
pancreas. 


Tratto gastrointestinale 


Il tratto gastrointestinale (TG) è continuamente 
impegnato nell’attività contrattile e secretoria. Tale 
attività è controllata dal sistema nervoso enterico 
(SNE) e dal SNC, sia attraverso le fibre nervose au- 
tonome (simpatiche e parasimpatiche) che attraver- 
so quelle somatiche. Il SNE è localizzato nella pa- 
rete dell’intestino, a partire dall’esofago fino allo 
sfintere anale. Esso si suddivide in plesso mioente- 
rico, che regola la motilità intestinale, e plesso sub- 
mucosale, che modula invece la secrezione. 

Il TG esprime i CBIR nei neuroni del SNE e 
nelle terminazioni dei neuroni vagali e spinali, la 
cui attivazione modula molte fasi della digestione, 
quale /a secrezione gastrica, lo svuotamento gastri- 
co e la motilità intestinale. In particolare, l’attiva- 
zione dei recettori CBIR da parte degli endocanna- 
binoidi blocca il rilascio di acetilcolina da parte dei 
neuroni enterici e quindi le contrazioni intestinali, 
rallentando sia lo svuotamento gastrico che la moti- 
lità intestinale (Fig. 23.8). AI contrario l’attivazione 
dei recettori TRPVI, localizzati sui neuroni senso- 
riali intestinali, aumenta la motilità intestinale con- 
trastando l’effetto dei CBIR. 

Il TG è in grado di sintetizzare e degradare sia 
l’AFA che il 2-AG, che sono presenti in alte con- 
centrazioni coerentemente con l’attivazione dei 
CBIR in tale distretto. In modelli animali è stato di- 
mostrato che i livelli di AEA sono regolati dall’ap- 
petito: essi aumentano nell’intestino di animali te- 
nuti a digiuno per molto tempo e ritornano ai livel 
li basali in seguito al pasto. 

Basandoci sui dati finora disponibili, si può rite- 
nere il SE un potenziale bersaglio terapeutico per la 
cura di stati patologici associati ad ipermotilità in- 
testinale. Inoltre, la FAAH aumenta significativa- 
mente nell’intestino infiammato, suggerendo l’esi- 
stenza di un rapido turnover di endocannabinoidi 
durante stati patologici di questo organo. Lo stesso 
enzima potrebbe agire da regolatore fisiologico del- 
la motilità intestinale e, quindi, essere un potenzia- 
le bersaglio per terapie innovative a livello dell’ap- 
parato gastrointestinale. 


Endocannabinoidi e tumori 


Il tumore (cancro o neoplasia) è costituito da 
una massa di cellule atipiche, la cui crescita risulta 
accelerata rispetto alla norma e svincolata dai mec 
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canismi di regolazione che operano nell’organismo 
normale. Notoriamente, il tumore è causato dall’ac- 
cumulo di mutazioni nei geni che regolano la proli- 
ferazione cellulare. Alcune cellule si dividono in 
maniera incontrollata, generando un numero enor- 
me di cellule figlie con lo stesso difetto di regola- 
zione, fino a che le cellule sane finiscono per esse- 
re soppiantate dalle più aggressive cellule neopla- 
stiche. 

I cannabinoidi endogeni ed esogeni possono in- 
terferire direttamente con la crescita delle cellule 
cancerose mediante meccanismi d’azione che coin- 
volgono una serie di vie di segnale specifiche. Si 
osservano: blocco della crescita (effetto anti-proli- 
ferativo); induzione dell’apoptosi; blocco delle 
metastasi mediante l’inibizione dell’angiogenesi e 
della migrazione delle cellule neoplastiche. 


Effetto anti-proliferativo 


Le prime evidenze sperimentali che documenta- 
no l’ effetto anti-tumorale dei cannabinoidi risalgo- 
no agli anni ’70 del secolo scorso, quando si dimo- 
strò che il fitocannabinoide THC era in grado di ini- 
bire la crescita dell’adenocarcinoma polmonare e 
di un particolare tipo di /eucemia. Anche l’AEA e 
gli altri endocannabinoidi agiscono sulla crescita e 
sul differenziamento cellulare. Infatti, dai numero- 
si dati raccolti in esperimenti in vitro e in vivo è 
emerso che il SE è in grado di interferire sulla pro- 
liferazione delle cellule cancerose, sia inibendo i 
segnali mitogeni paracrini ed autocrini, che indu- 
cendo direttamente la morte cellulare programmata 
(apoptosi). 

L’AEFA inibisce in vitro la crescita cellulare dei 
tumori al seno e alla prostata, in maniera dipenden- 
te dalla concentrazione e dalla durata del trattamen- 
to. L’effetto anti-proliferativo dell’AEA dipende 
dall’arresto della cellula tumorale nella fase G;/S 
del ciclo cellulare. Tale evento è mediato dall’atti- 
vazione dei recettori CBIR, che inibiscono la ca- 
scata trasduzionale innescata dall’adenilato ciclasi e 
attivano quella di ERK. In entrambi i casi due fatto- 
ri di crescita critici per la progressione dei tumori 
risultano repressi: la prolattina ed il fattore di cre- 
scita nervoso (nerve growth factor, NGF). Si è inol- 
tre osservato che tra gli effetti anti-proliferativi 
esercitati dagli endocannabinoidi mediante i CBIR 
è compresa la soppressione della biosintesi dei re- 
cettori per la prolattina e per l’NGF. E quindi plau- 
sibile che una delle funzioni degli endocannabinoi- 
di sia quella di impedire la crescita e lo sviluppo di 
tumori nei dotti mammazri. 

E inoltre emerso che l’AEA interferisce sui se- 


gnali di crescita cellulare anche mediante l’attiva- 
zione di un meccanismo che è indipendente dal 
CBIR: si tratta della sua capacità di inibire il pro- 
dotto dell’oncogene K-ras, la proteina p21", cau- 
sando quindi l’inibizione della crescita tumorale 
mediante la cascata trasduzionale attivata da Ras, 
una proteina G monomerica ancorata alla mem- 
brana. 


Ruolo del SE nell’apoptosi 


L’AEA può anche bloccare la crescita delle cel- 
lule neoplastiche inducendo l’apoptosi, risposta 
cellulare a un insulto esterno che innesca una “mor- 
te cellulare programmata” tesa a proteggere dal 
danno il resto dell’organismo. I già ricordati effetti 
immunosoppressivi di questo endocannabinoide so- 
no correlabili all’inibizione della proliferazione lin- 
focitaria ed all’induzione della morte programmata. 
Anche il THC induce l’apoptosi nelle cellule di 
glioma, nelle colture primarie di neuroni, nelle ce/- 
lule prostatiche e nei gliomi solidi. Il tipo di recet- 
tore stimolato dagli (endo)cannabinoidi varia a se- 
conda della cellula e del modello utilizzato per lo 
studio dell’effetto apoptotico. Infatti, la morte pro- 
grammata delle cellule di glioma coinvolgerebbe 
l’attivazione dei CBIR in vitro, mentre in vivo pre- 
varrebbe quella dei CB2R. 

Un meccanismo anti-tumorale e pro-apoptotico 
innescato dall’ AEA attraverso il CBIR è impernia- 
to sull'aumento dei livelli intracellulari di cerami- 
de, che svolge un importante ruolo nel controllo del 
destino cellulare (Fig. 23.9). L’attivazione del 
CBIR da parte dell’AEA è seguita da formazione 
di ceramide, ad opera di una sfingomielinasi che 
idrolizza la sfingomielina. Per questo tipo di even- 
to, che avviene molto rapidamente, il recettore 
CBIR è accoppiato ad una “proteina adattatrice” 
nota con il nome di FAN (“factor associated with 
neutral sphingomyelinase activation”). La forma- 
zione di ceramide innescata attraverso il CBIR può 
avvenire anche mediante sintesi de novo, a seguito 
della stimolazione della pa/mitoiltransferasi. 
L'attivazione del CB1R, da parte degli endocanna- 
binoidi, provoca inoltre l’attivazione a lungo termi- 
ne della JNK e della p38 MAPK. L’attivazione di 
queste cascate trasduzionali da parte dell’ AFA di- 
pende da una particolare proteina, la chinasi di re- 
golazione del segnale apoptotico ASKI (apoptosis 
signal-regulating kinase 1), che ha un ruolo chiave 
nel controllo della sopravvivenza della cellula. 
Pertanto l’AEA, legando e attivando i recettori 
CBIR e modulando così l’equilibrio tra ERK, INK 
e p38 MAPK, può indirizzare la cellula verso la 
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Figura 23.9 L'AEA si comporta come agente pro-apoptotico o anti-apoptotico, a seconda del tipo 


di cellula su cui agisce e del recettore che attiva 





proliferazione o viceversa verso la morte (Fig. 
23.9). 

Esperimenti effettuati in vitro su linee cellulari 
umane di linfoma e di neuroblastoma hanno mo- 
strato che l’AFA può causare l’apoptosi anche me- 
diante l’attivazione dei recettori TRPV1, cui segue 
aumento del Ca?* intracellulare, attivazione del me- 
tabolismo ossidativo dell’acido arachidonico, di- 
saccoppiamento mitocondriale, rilascio del citocro- 
mo c, € quindi attivazione delle caspasi 3 e 9 e del- 
la calpaina, una proteasi Ca?*-dipendente attiva- 
mente coinvolta nella morte programmata (Fig. 
23.9). Curiosamente i cannabinoidi, sempre me- 
diante i recettori CBIR, regolano la cascata di tra- 
sduzione della P/3K/PKB (phosphatidvylinositol 3- 
kinase/protein kinase B), una via di segnale che è 
invece tipicamente anti-apoptotica (Fig. 23.9). Ciò 
indica che i recettori cannabici possono anche pro- 
teggere la cellula dall’apoptosi. E probabile che la 
differente localizzazione dei siti di legame dei re- 
cettori TRPVI e CBIR, intracellulare il primo ed 
extracellulare il secondo, sia un fattore determinan- 
te per l’effetto finale esercitato dall’AEA. Inoltre 


anche la FAAH e l’AMT hanno differente sede cel- 
lulare: pertanto, modulando i livelli di AEA all’in- 
terno ed all’esterno della cellula, possono consenti- 
re all’endocannabinoide di agire principalmente 
sull’uno o sull’altro recettore e quindi di innescare 
o prevenire l’apoptosi (Fig. 23.9). 

Per quanto riguarda il 2-AG e gli altri composti 
congeneri dell’ AEA (l’OEA e la PEA) il loro ruolo 
nell’equilibrio tra sopravvivenza e morte cellulare è 
ancora da chiarire. Gli effetti dell’ AEA sull’apopto- 
si mediante i differenti recettori sono riassunti nella 
Tabella 23.IV. 


SE, migrazione cellulare e 
metastasi 


Gli (endo)cannabinoidi hanno effetti variabili 
sulla migrazione cellulare. L’AEA ed altri agonisti 
dei recettori cannabici tipo CBIR favoriscono la 
migrazione di linee cellulari renali derivanti da em- 
brioni umani. Questa migrazione è bloccata da un 
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Tabella 23.IV 


Effetto dell’AEA e dei suoi congeneri sull’apoptosi e recettori coinvolti. 
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inibitore delle MAPK, il PD98059, indicando che 
ERK, piuttosto che l’adenilato ciclasi, sia cruciale 
per l’effetto. Inoltre la metanandammide, un analo- 
go dell’AFA che non è idrolizzato dalla FAAH, ini- 
bisce sia l’adesione che la migrazione di una linea 
cellulare altamente invasiva derivata da un tumore 
della mammella, mentre il 2-AG inibisce l’invasio- 
ne neoplastica dei tumori alla prostata indipendenti 
dagli androgeni, mediante l’attivazione dei CBIR. 
L’AFA stimola la migrazione della microglia, inibi- 
sce la migrazione dei linfociti CD8* dipendente dal- 
le chemochine (mediante i CB2R) e quella delle 
cellule di carcinoma del colon (mediante i CB1R). 

L’effetto modulatorio degli (endo)cannabinoidi 
sulla migrazione delle cellule può anche interessare 
le risposte immunologiche anti-tumorali. In cellule 
derivanti da una forma grave di leucemia, il 2-AG 
causa una produzione significativa di chemochine, 
provocando il riarrangiamento dell’actina e cam- 
biamenti morfologici vistosi, come l’esfensione de- 
gli pseudopodi finalizzati all'aumento della migra- 
zione. Il 2-AG stimola la migrazione delle cellule 
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NK (“natural killer”), degli splenociti, delle cellule 
linfoidi di tipo B e delle cellule mieloidi responsabi- 
li della leucemia. Tale evento dipende dai CB2R. 
Anche il THC sopprime l’attivazione dei macrofagi, 
delle cellule NK e dei linfociti T, e ha mostrato di 
promuovere, in un modello murino di tumore ai pol- 
moni, la risposta immunitaria antitumorale median- 
te l'attivazione dei CB2R e la successiva produzio- 
ne di interleuchina-10 (IL-10) e di TGFf con ridu- 
zione di /L-2 ed interferone-y (INFy). 


Altri effetti degli endocannabinoidi 


Il SE è coinvolto anche in altri eventi della fi- 
siopatologia umana. Tra le azioni fisiologiche si ri- 
cordano: la partecipazione alle reti di neuromodula- 
tori e neurotrasmettitori; il controllo del dolore, del 
movimento e della memoria (a livello centrale); la 
regolazione della vasodilatazione, della coagulazio- 
ne ematica, dell’infiammazione, della risposta im- 
munitaria e del differenziamento epidermico. Va 
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anche ricordata la capacità degli endocannabinoidi 
di controllare la funzione riproduttiva, sia maschile 
(vitalità e motilità degli spermatozoi, capacitazione 
e reazione acrosomiale, interazione con l’oocita) 
che femminile (trasporto oviduttale, impianto e svi- 
luppo dell’embrione, controllo immunitario di que- 
sti eventi). Inoltre, vi è un coinvolgimento sempre 
più largamente riconosciuto del SE in varie patolo- 
gie umane, in particolare quelle neurologiche. 
Infatti, il morbo di Alzheimer, il morbo di 
Huntington, il morbo di Parkinson, la sclerosi late- 
rale amiotrofica, la sclerosi multipla, la schizofrenia 
ed i disturbi alimentari di origine nervosa (anores- 
sia e bulimia) sono accompagnati da cambiamenti 
rilevanti di uno o più componenti del SE, a livello 
sia centrale che periferico. Non stupisce, quindi, 
che inibitori del trasporto o dell’idrolisi degli endo- 
cannabinoidi, ed antagonisti dei loro recettori, ab- 
biano dato risultati incoraggianti nel prevenire, ri- 
tardare od alleviare i sintomi di ma/attie neurodege- 
nerative/neuroinfiammatorie, o di condizioni di an- 
sia e depressione in modelli animali. Nel caso della 
sclerosi multipla vi sono studi incoraggianti anche 
sull’uomo, che suggeriscono che la combinazione 
di fitocannabinoidi come il THC ed il CBD possa 
essere benefica per il paziente. 


BIBLIOGRAFIA 


1. Howlett AC. Cannabinoid receptor signaling. (2005) Handb 
Exp Pharmacol. 168: 53. 


2. Klein TW. Cannabinoid-based drugs as anti-inflammatory 
therapeutics. (2005) Nat Rev Immunol. 5: 400. 


3. Wang H, Dey SK, Maccarrone M. Jekyll and hyde: two fa- 
ces of cannabinoid signaling in male and female fertility. 
(2006) Endocr Rev. 27: 427. 


4. Mechoulam R, Shohami E. Endocannabinoids and trauma- 
tic brain injury. (2007) Mol Neurobiol. 36: 68. 


5. Kunos G, Osei-Hyiaman D, Liu J, Godlewski G, Batkai S. 
Endocannabinoids and the control of energy homeostasis. 
(2008) J Biol Chem. 283: 33021. 


6. Pertwee RG. Ligands that target cannabinoid receptors in 
the brain: from THC to anandamide and beyond. (2008) 
Addict Biol. 13: 147. 


7. Solinas M, Goldberg SR, Piomelli D. The endocannabinoid 
system in brain reward processes. (2008) Br J Pharmacol. 
154: 369. 


8. Di Marzo V. Endocannabinoids: synthesis and degradation. 
(2008) Rev Physiol Biochem Pharmacol. 160: 1. 


9. Di Marzo V, Maccarrone M. FAAH and anandamide: is 2- 
AG really the odd one out? (2008) Trends Pharmacol Sci. 
29: 229, 


10.Maccarrone M, Gasperi V, Bari M, Avigliano L, Finazzi 
Agrò A. Gli endocannabinoidi: nuovi mediatori lipidici di 
rilevanza biomedica. (2009), Piccin Editore, Padova. 


CAPITOLO 


24 


Biochimica 


della nutrizione 
(a cura di L. Avigliano) 


Introduzione 
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Componenti bioattivi presenti negli alimenti - Fibra alimentare - Probiotici 
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INTRODUZIONE 


Il mantenimento delle funzioni vitali dipende dall’apporto esogeno di molecole, 
necessarie per la costruzione ed il rinnovamento delle strutture cellulari, nonché per la 
produzione dell’energia necessaria per svolgere queste reazioni di sintesi, per mante- 
nere i gradienti elettrochimici, per trasportare molecole, per produrre energia mecca- 
nica e per sostenere la contrazione muscolare. 

Queste molecole assunte dall’ambiente esterno costituiscono i nutrienti (proteine, 
glucidi, lipidi, vitamine, minerali) e le sostanze che li contengono costituiscono gli a/i- 
menti (pane, pasta, carne, pesce, verdura, frutta). Questi ultimi possono essere classi- 
ficati (i) in animali o vegetali, a seconda dell’origine, (ii) in glucidici, proteici, lipidi- 
ci e/o vitaminici, a seconda del tipo di nutriente maggiormente contenuto, (ili) in pla- 
stici o energetici, a seconda della funzione svolta dal nutriente principale in essi con- 
tenuto. Va sottolineato che gli alimenti (specialmente quelli di origine vegetale), oltre 
ai suddetti nutrienti, contengono una grande varietà di composti (fibra, polifenoli, 1s0- 
tiocianati) che svolgono potenziali effetti benefici; d’altro canto gli alimenti possono 
anche contenere fattori antinutrizionali (composti chelanti i metalli, fattori antivitami- 
nici, inibitori enzimatici) o ossici (tossine, pesticidi). L'alimentazione (in inglese 
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‘food”) è la scienza che si occupa dell’adeguata 
scelta degli alimenti; la nutrizione (in inglese “nu- 
trition”) è la scienza che si occupa dell’utilizzo dei 
nutrienti contenuti negli alimenti. Nella lingua ita- 
liana 1 due termini sono spesso usati in maniera 
equivalente, mentre nella terminologia inglese viene 
mantenuta la differenza concettuale fra i due termi- 
ni. Maggiore è la complessità dell’organismo, mag- 
giore è la complessità delle operazioni su cui s’im- 
pernia la nutrizione. Nel caso dell’uomo le funzioni 
includono anche le attività lavorative specifiche: 
pertanto alle differenze individuali d’ordine biologi- 
co e biomolecolare si aggiungono quelle di tipo so- 
ciale e psicologico. Tutte le componenti del proces- 
so nutrizionale si compendiano in meccanismi rego- 
latori biochimici e fisiologici il cui equilibrio è per- 
cepito come condizione © stato di salute. 
L'importanza dell’alimentazione nel garantire un 
buono stato di salute è un’acquisizione antica. 
Indagini epidemiologiche più recenti, condotte su 
popolazioni umane, hanno dimostrato che alcune 
abitudini alimentari, come quelle che portano a so- 
vrappeso, o all’elevazione dei livelli di alcuni com- 
ponenti ematici quali il colesterolo e 1 trigliceridi, 
costituiscono un fattore di rischio per malattie atero- 
sclerotiche, intestinali e tumorali, diabete, insuffi- 
cienza respiratoria e osteoporosi, con possibile com- 
promissione dello stato di salute e riduzione dell’a- 
spettativa di vita. Donde la prassi di un continuo 
monitoraggio del rapporto tra abitudini alimentari e 
salute e di periodiche elaborazioni di raccomanda- 
zioni |a livello internazionale da parte 
dell’Organizzazione Mondiale della Sanità (WHO) 
e a livello nazionale da parte di istituzioni governa- 
tive - in Italia l’Istituto Nazionale di Ricerca per gli 
Alimenti e la Nutrizione (INRAN) e la Società 
Italiana di Nutrizione Umana (SINU)] riguardanti la 
qualità e la quantità dei nutrienti da assumere per ga- 
rantire buona salute e maggiore aspettativa di vita. 


CRITERI PER LA VALUTAZIONE DEI 
FABBISOGNI NUTRIZIONALI 


Ciascun nutriente va incontro al metabolismo, 
oppure, come nel caso degli elementi inorganici, è 
eliminato con le urine o altri emuntori. La “perdita” 


deve essere quindi reintegrata con un continuo ap- 
provvigionamento attraverso gli alimenti. La quan- 
tità di questo approvvigionamento definisce il ‘‘/ab- 
bisogno”, che, secondo un’intesa internazionale, è 
calcolato su 24 ore (fabbisogno giornaliero). Il fab- 
bisogno varia col variare delle condizioni generali 
ed individuali: l°e/d (in particolare durante la cre- 
scita e la vecchiaia), il sesso (l’assetto metabolico 
maschio/femmina è diverso, riflettendo il diverso 
assetto endocrino dei due sessi), la eravidanza (la 
donna gravida deve fornire i nutrienti al feto), 1’a/- 
lattamento, il recupero a seguito di infermità gravi 
(convalescenza), l’attività e la tipologia lavorativa 
propria del soggetto, le condizioni ambientali parti- 
colari (clima molto caldo o molto freddo, umido o 
secco). La quantificazione del fabbisogno tiene 
conto sia di misure oggettive, sia di valutazioni epi- 
demiologiche e di conseguenti obiettivi di politica 
sanitaria intesi a garantire “buona salute” e miglio- 
re aspettativa di vita. 


Il peso ideale o desiderabile 


La determinazione del peso corporeo è un’ope- 
razione semplice ed oggettiva, purché la bilancia 
sia opportunamente e sistematicamente tarata. E ne- 
cessario valutare se il peso determinato corrisponde 
al peso che il soggetto dovrebbe possedere per di- 
sporre della maggiore garanzia di salute; ciò a fron- 
te delle risultanze epidemiologiche secondo le qua- 
li il “sovrappeso”, ed ancor più l’obesità, sono un 
fattore di rischio di malattia, e che il “sor/opeso” 
può essere indice di seri disturbi dell’alimentazio- 
ne. Questo peso è definito “peso ideale” 0 “peso de- 
siderabile”.Il peso desiderabile è quello in cui la 
percentuale di “grasso corporeo” o “massa grassa” 
(cioè tessuto adiposo) sta all’interno dei limiti per- 
centuali indicati nella Tabella 24.I . 

La determinazione della massa grassa e, di con- 
seguenza, della parte corporea al di fuori del tessu- 
to adiposo (massa magra), è effettuabile con diver- 
si metodi, alcuni semplici anche se meno precisi 
(plicometria, misura delle circonferenze in alcuni 
distretti come addome e glutei), altri più complessi 
ma più precisi (per esempio l’impedenziometria 
bioelettrica). 


Tabella 24.I 





Contenuto percentuale di tessuto adiposo in soggetti femminili e maschili in rapporto all’età 


20-26 DID7 22-28 22-30 2I31 
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Tabella 24.II 


Indice di massa corporea (IMC): valori normali e valo- 
ri corrispondenti ai vari gradi di sottopeso, sovrappe- 
so e obesità 


<16 
16,00-16,99 
17,00-18,49 


18,50-24,99 


25,00-29,99 

30,00-34,99 

35,00-39,99 
>40,00 


Sottopeso 


Normopeso 


Sovrappeso 
Obesità 
Obesità 
Obesità 


Uomini e Donne > 18 anni 


WHO, 1995, WHO, 2000 e WHO 2004. 


Un metodo facilmente praticabile per la valuta- 
zione del peso desiderabile è la determinazione del- 
l’indice di massa corporea (IMC o BMI, ‘Body 
Mass Index”) o indice di Quetelet, rappresentato 
dal peso corporeo (in kg) diviso per il quadrato del- 
la statura (in metri). Gli ambiti di normalità 
dell’IMC sono stati unificati per soggetti adulti ma- 
schili e femminili dall’Organizzazione Mondiale 
della Sanità nel 1995, come pure i valori al di sotto 
e al di sopra dei quali si configura il sottopeso di di- 


Magrezza 
Magrezza grave moderata Sottopeso 
PICS (Mm) IMC 16,0 IMC 18,5 


1,95 
1,90 
1,85 
1,80 
1,75 
1,70 
1,65 
1,60 
1,55 
1,50 T7 
1,45 
1,40 


40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,0 


Peso (kg) 








verso grado (I, II, III) o il sovrappeso e l’obesità di 
I, II e III grado. Questi valori sono riportati nella 
Tabella 24.II. La Figura 24.1 presenta lo schema per 
calcolare l’IMC in soggetti femminili e maschili 
adulti e per la collocazione degli stessi negli ambiti 
della normalità, sottopeso, sovrappeso, magrezza e 
obesità. 

Va osservato che il rischio di malattie cardiova- 
scolari nei soggetti con IMC al di sopra della norma 
dipende anche dal tipo di tessuto adiposo che si è 
maggiormente depositato. Il tessuto adiposo, infat- 
ti, che comporta maggior rischio è il tessuto adipo- 
so periviscerale (o addominale), facilmente rileva- 
bile con la misura della circonferenza alla vita. A 
parità di valore di IMC soggetti femminili con cir- 
conferenza alla vita superiore a 80 cm e maschili 
superiore a 94 cm (questi sono i valori “critici’’) 
hanno un rischio ‘più elevato” rispetto ai soggetti 
della stessa fascia, ma con circonferenza/vita infe- 
riore; il livello di rischio risulta ulteriormente incre- 
mentato se associato a diabete di tipo 2, ipertensio- 
ne (>130/85 mm Hg), ipertrigliceridemia (> 150 
mg/dL) e bassi livelli di colesterolo-HDL (< 40 
mg/dL nei maschi e < 50 mg/dL nelle femmine). 
Anche il tessuto adiposo epicardico, valutabile con 
esami ecocardiografici, è indice di elevato rischio. 

Gli intervalli di peso raccomandabili (espressi in 
termini di IMC) per soggetti in crescita (dai 2 ai 18 
anni) sono riportati nella Figura 24.1. 

Quando l’IMC di un soggetto adulto rientra nei 


Normopeso Sovrappeso 


IMC 25,0 


WET — — — el 


moderata 
Mm e dI DI r pe” - ”. | v “ » = 
er ea {| _aqimodoo 
Poni Obesità 
grave 
80,0 85,0 90,0 95,0 100,0 105,0 110,0 


Figura 24.1 Schema per valutare l'adeguatezza del peso corporeo in soggetti adulti maschili e 
femminili sulla base dei valori misurati di altezza (in metri) e di peso corporeo (in kg) 


Sono anche indicate le fasce di sottopeso, sovrappeso, magrezza ed obesità. Dalle “Linee guida per una sana alimen- 


tazione italiana, (2003)”. 
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Maschi 


IMC 
NO) 
N 


2 4 6 8 10 12 14 16 18 
ETÀ (anni) 


OBESITÀ 


SOVRAP- 
pe PESO 
26 

NORMO- 
si PESO 
ha SOTTO- 
Pi PESO 


Femmine 
sa OBESITÀ 
30 
SOVRAP- 
28 PESO 
26 
NORMO- 
24 PESO 
22 
20 SOTTO- 
18 PESO 
16 
14 
> 4 6 8 10 12 14 16 18 
ETÀ (anni) 


Figura 24.2 Schema per valutare l'adeguatezza del peso corporeo (in termini di IMC) nei bambini 


e negli adolescenti dei due sessi 


valori “normali”, il peso del soggetto è da ritenersi 
nell’ambito della “desiderabilità”. Se invece 1’ IMC 
è al di fuori della normalità, il peso di riferimento 
per stabilire i fabbisogni nutrizionali è il peso desi- 
derabile (medio), e dovrà essere elaborato un regi- 
me dietetico dapprima di “riassetto” del peso da 
quello reale a quello desiderabile e quindi di mante- 
nimento del peso desiderabile acquisito. 


Valore energetico dei nutrienti. 
Fabbisogni energetici 


I nutrienti energetici (quali il glucosio, gli acidi 
grassi e gli amminoacidi) vengono ossidati con con- 
sumo di ossigeno e produzione di anidride carboni- 
ca ed acqua, in maniera proporzionale all’energia 
generata. Il glucosio (carboidrati), gli amminoacidi 
(proteine) e gli acidi grassi (lipidi) producono, ri- 
spettivamente, 4,1, 5,4 e 9,3 kcal/g (*), quando mi- 
surati mediante analisi chimica. Nell’organismo, 
occorre tenere conto che la degradazione completa 
degli amminoacidi porta alla liberazione di NH; 
(trasformata in urea nel fegato), processo che impli- 
ca un considerevole dispendio energetico. Pertanto 
il valore riferito sopra di 5,4 kcal/g va diminuito a 
circa 4,1 kcal/g. Inoltre la digestione degli alimenti, 


e quindi di carboidrati complessi, proteine e lipidi, 
implica un certo dispendio energetico, per cui la 
produzione di energia (o equivalente energetico) 
stimata per il glucosio (carboidrati), per acidi gras- 
si (lipidi) e per le proteine, è di 4,0, 9,0 e 4,0 kcal/g, 
rispettivamente. 

Il fabbisogno di energia di un individuo è corre- 
lato al dispendio energetico totale che risulta dalla 
somma di tre componenti. Il primo componente è il 
metabolismo basale (MB), che rappresenta la quan- 
tità di energia spesa per mantenere lo stato d’attivi- 
tà dell’organismo (operazioni metaboliche biosinte- 
tiche e degradative, stato di eccitabilità neuromu- 
scolare, pompe ioniche, secrezioni endocrine, atti- 
vità cardiaca e renale, ecc.). Il MB è attribuibile 
principalmente alla massa magra dell’organismo. 
Fegato, cervello, cuore e reni, che rappresentano 
solo 11 6% del peso corporeo, sono responsabili del 
60-70% del MB, e la massa muscolare, che copre il 
35-40% del peso corporeo, incide per il 18-20% del 
MB. Tenendo presente che nel soggetto maschile la 
massa magra è percentualmente più abbondante che 
in quello femminile, il MB è di circa il 10% supe- 
riore nell’uomo che nella donna. Anche nell’anzia- 
no la massa magra tende a diminuire e, di conse- 
guenza, anche il metabolismo basale. 

Durante la crescita, come pure nella gravidanza 
e nell’allattamento, il MB aumenta a seguito del- 


(*) La Kilocaloria (kcal) è la quantità di calore necessaria per elevare da 14,5° a 15,5° 1 kg di acqua. A livello internazio- 
nale è raccomandato di impiegare, come unità di misura dell’energia, il kiloJoule (kJ) definito come la quantità di lavoro, 
ovvero di forza costante, che dà a 1 kg l’accelerazione di 1m/sec? per lo spostamento di un metro nella direzione e nel sen- 


so della forza. 1 kcal = 4,186 KJ; 1 kJ= 0,2388 kcal. 
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l’intensificazione dei processi biosintetici necessari 
per formare nuovi tessuti e produrre latte. Esistono 
circostanze ambientali o neuroendocrine che posso- 
no innalzare (tensione nervosa, ipertermia, diminu- 
zione della temperatura ambientale, iperalimenta- 
zione, ipertiroidismo) o abbassare (aumento della 
temperatura ambientale, ipoalimentazione, ipotiroi- 
dismo) il MB. Si considera che il dispendio energe- 
tico basale sia costante nell’arco della giornata (con 
una piccola diminuzione durante il riposo nottur- 
no). 

Il secondo componente è la rermogenesi indotta 
dalla dieta (TID) o azione dinamico-specifica degli 
alimenti, che rappresenta il dispendio energetico le- 
gato ai processi di digestione degli alimenti e assor- 
bimento dei nutrienti. La TID è valutata in circa il 
5-10% del dispendio energetico totale. Il maggiore 
effetto termogenico è dato dalle proteine; il loro ef- 
fetto è più che doppio di quello dei carboidrati e più 
che quadruplo di quello dei lipidi. 

Il terzo componente è il dispendio energetico re- 
lativo all'attività del singolo individuo sull'intero 
arco della giornata (attività fisica). Questa parte 


del fabbisogno è essenzialmente legata all’esercizio 
fisico che l’individuo compie in rapporto alle attivi» 
tà svolte. Per valutarla è necessario sapere il costo 
energetico delle diverse attività, ed il tempo loro de- 
dicato nell’arco di una giornata. 

Il MB e l’attività fisica sono generalmente 
espressi in kcal/min. 

Il MB è determinato nelle cosiddette “condizio- 
ni basali”: soggetto a digiuno da 12 ore, dopo un pa- 
sto serale non abbondante, stato di veglia ma a ripo- 
so, condizioni di neutralità termica, totale rilassa- 
mento psicologico e fisico. Il MB può essere calco- 
lato utilizzando equazioni predittive, formulate sul- 
la base di dati facilmente disponibili (età, sesso, pe- 
so reale, altezza; Tabella 24.III), o attraverso misu- 
razioni dirette, valutando il calore rilasciato dall’or- 
ganismo (calorimetria diretta), o attraverso misura- 
zioni indirette, valutando il consumo di ossigeno 
necessario per l’ossidazione dei nutrienti (calorime- 
tria indiretta). 

Il razionale della calorimetria indiretta si fonda 
sulle equazioni di ossidazione totale dei nutrienti 
energetici, riportate nella Tabella 24.IV. 


Tabella 24.III 


i LL °P *ì O]\@w trio ut@+@———SSI;-1_ uu 
Formule predittive per il calcolo del fabbisogno energetico basale giornaliero (MB) di soggetti di varia età. Il MB 


è espresso in kcal/die. 


PC = peso corporeo, espresso in kg; A = altezza, espressa in metri; E = età, espressa in anni 


S 


sch 

59,512 x PC — 30,4 
22,706 x PC + 504,3 
17,686 x PC + 658,2 
15,057 x PC + 692,2 
11,472x PC + 873,1 
11,711 x PC + 587,7 
HI 9 PC E70025 
84xPC + 819 





10-17 
18-29 


N 
W 


w 
PR 
OS 
O 


IV VI 
SI (ON 
A Ì 
* *% 


60-74* 


Maschi 


Femmine 


°) 


*Commission of the European Communities 1993, LARN 1996. 


} 


66,5 + 13,75 x PC + 500xA-6,75x E 
655 + 9,56 x PC + 185 x A- 4,67 x E 


58,310 x PC - 31,1 
20,315 x PC + 485,9 
13,384 x PC_+ 692,6 
14,818 x PC + 486,6 
8,126 x PC + 845,6 
9,082 x PC + 658,5 
9,2 x PC + 688 

9,8 x PC + 624 
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Tabella 24.IV 


Equazioni di ossidazione totale del glucosio, acidi grassi, in particolare acido palmitico, e di un amminoacido 
medio. Determinazione del quoziente respiratorio(Q.R.) e dell'equivalente calorico di 1 litro di O, consumato 
per l'ossidazione completa di ciascun composto. 


CéH 204 + 6 O94 6 CO) + 6 Ho0 


Equivalente calorico di 1 L di Og = 4,74 kcal 


(c) Amminoacido medio (*) 
CioHiz N204 + 1103 4 NHo-CO-NH, + 9 CO, + 6,5 Ho0 


Equivalente calorico di 1 L di O, = 4,46 kcal 


(*) La formula bruta dell'amminoacido medio corrisponde, con buona approssimazione, alla media dei 20 diversi ammi- 
noacidi presenti nelle proteine umane e ponderata a seconda della loro relativa frequenza. 


Nella Tabella 24.IV è riportato anche il valore di 
quoziente respiratorio (Q.R.), che rappresenta il 
rapporto tra l’anidride carbonica prodotta e l’ossi- 
geno consumato; questo è pari ad 1,0 per i carboi- 
drati, 0,7 per gli acidi grassi ed intorno a 0,8 per gli 
amminoacidi. Pertanto il Q.R. può fornire indica- 
zioni circa i substrati metabolici utilizzati dall’indi- 
viduo. È opportuno rimarcare che il “combustibile” 
con il quale 1 litro di O, fornisce la maggiore quan- 
tità di energia è il glucosio. 

La calorimetria indiretta può anche essere uti- 
lizzata per misurare il dispendio energetico di parti- 
colari attività fisiche, applicando lo spirometro al 
soggetto durante la sua attività fisica o mimando 
l’attività fisica stessa facendo camminare o correre 
il soggetto (cui è applicato lo spirometro) su un tap- 
peto rotante con un’intensità che corrisponda il più 
possibile a quella dell’attività fisica svolta. 

Per calcolare il dispendio energetico relativo al- 
l’attività fisica giornaliera possono essere utilizzati 
dei parametri quali il Tasso di Attività Fisica (TAF) 
o l’Indice Energetico Integrato (IEI) espressi come 








Tabella 24.V 


Costi energetici di alcune attività indicati come Tasso 
di Attività Fisica (TAF). TAF è espresso come multiplo 
del metabolismo basale 








Noi | 990 


Human energy requirements - Report of a Joint 


FAO/WHO/UNU Expert Consultation 2001 


i 
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Tabella 24.VI 


Calcolo del fabbisogno energetico giornaliero di un soggetto di sesso femminile, età 25 anni, normopeso ed in 
buono stato di salute, con attività lavorativa di commessa. Il metabolismo basale (MB) è di 1.306 kcal/die (54,4 
kcal/ora). Per le attività fisiche di ciascuna tipologia è indicato I"IEI (Indice Energetico Integrato) espresso come 
multiplo di MB. 






a - 


* Il LAF medio si ottiene dividendo 36,7 per le 24 ore. 





Tabella 24.VII 


Livelli di attività fisica giornalieri (LAF) utilizzabili per 
stimare il fabbisogno energetico di soggetti di diverso 
sesso e fasce di età di cui è noto il metabolismo basa- 
le (MB). Moltiplicando il LAF per le kcal corrisponden- 
ti al MB giornaliero, si ottengono le kcal del fabbiso- 
gno energetico giornaliero. 


"RSI REATI 
Soggetti femminili di 


2 SOA CI 
"ERI FREIRE n 


* Il valore si riferisce a soggetti in pensione con attività la- 
vorative sistematiche pressoché nulle. Per coloro che conti- 
nuano le attività valgono i valori dati per la classe di età 


18-59. 




















multipli del MB. Il 74/ esprime l’incremento del 
dispendio energetico dovuto ad una specifica attivi- 
tà fisica rispetto al valore del MB (vedi Tabella 
24.V); mentre l’IEI esprime l’incremento dovuto a 
tutte le attività che concorrono ad una specifica 0c- 
cupazione (ad esempio, la cura della casa compren- 
de spazzare, spolverare, riordinare ecc.). 

Un esempio di calcolo del fabbisogno energeti- 
co giornaliero di una commessa in buono stato di 
salute e normopeso riferita ad una settimana tipo 
costituita da 5 giornate lavorative e 2 giornate di fi- 
ne settimana libere (con attività essenzialmente da 
casalinga) è presentato nella Tabella 24.VI. 

Se non si possono avere indicazioni precise sul 
tipo e la durata dell’attività fisica giornaliera, si ri- 
corre al Livello di Attività Fisica (LAF), che con 
buona approssimazione calcola i dispendi energeti- 
ci giornalieri, a seconda dell’età e del sesso dei sog- 
getti e della tipologia lavorativa (lavoro leggero, 
moderato o pesante); anch’esso si esprime come 
multiplo del MB. I valori di LAF sono riportati nel- 
la Tabella 24.VII. 

I valori di riferimento per la stima dei fabbisogni 
energetici giornalieri, stabiliti per la popolazione 
italiana, in diverse condizioni fisiologiche, sono ri- 
portati nelle Tabella 24.VII. 24.IX e 24.X. 


CLASSI DI NUTRIENTI 


I nutrienti possono essere classificati in macro- 
nutrienti (proteine ed amminoacidi, carboidrati, li- 
pidi), la cui assunzione giornaliera ammonta a di- 
versi grammi, ed i micronutrienti (vitamine e mine- 
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Tabella 24.VIII 


Stima dei fabbisogni energetici giornalieri totali di soggetti adulti italiani (18-60 anni) in funzione del peso e del 
tipo di attività condotta. Da LARN (1996) ed elaborati dalla S.I.N.U., Società Italiana di Nutrizione Umana. 
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Tabella 24.IX 


Stima dei fabbisogni energetici giornalieri di bambini da un mese di vita a 2-10 anni. La stima si riferisce a sog- 
getti normopeso, con crescita regolare e in buono stato di salute. Da LARN (1996) ed elaborati dalla S.I.N.U., 
Società Italiana Nutrizione Umana. 
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Tabella 24.X 


Stima dei fabbisogni energetici giornalieri di donne in gravidanza e durante l'allattamento. Per le donne in gra 
vidanza l'aumento di peso auspicabile e i fabbisogni energetici supplementari (rispetto a quelli dello stato pre. 
gravidico) sono in relazione con l’IMC pre-gravidanza. Anche per le donne nutrici è indicato il fabbisogno ener- 
getico supplementare rispetto a quello pre-gravidanza. Dati forniti dalla Commissione delle Comunità europee 


(1993). 


Aumento di peso auspicabile (kg) (*) 


Fabbisogno energetico supplementare 
giornaliero dopo 1 mese di gravidanza | 


Rapido 


> 95 





(*) Si intende l'aumento di peso complessivo durante l’intera gravidanza 


rali), assunti in quantità minori. Una menzione par- 
ticolare spetta all'acqua, considerata anch'essa un 
nutriente. 

Un’ulteriore distinzione viene fatta tra nutrienti 
essenziali (che non possono essere biosintetizzati e, 
quindi, devono essere necessariamente assunti con 
la dieta) (vedi Tabella 24.XI) e non essenziali (in 
quanto l’organismo umano è in grado di sintetizzar- 
li a partire da alcuni precursori). 


Acqua 


L’acqua è la molecola più abbondante in natura 
e, nell’uomo, costituisce il 60-65% dell’organismo. 
Il contenuto di acqua è un po” più elevato nei sog- 
getti maschili che in quelli femminili; è più elevato 
negli organi e nei tessuti di soggetti in età infantile 
(fino al 20% in più) che nell’adulto. Il tessuto adi- 
poso ha il più basso contenuto di acqua (10-12%) 
ed il più elevato contenuto di lipidi (70-82%), in 


quanto addetto al deposito di trigliceridi. Il tessuto 
osseo contiene il 30% di acqua ed il 60 % di mine- 
rali. Il sangue è il tessuto più ricco di acqua (84%); 
tutti gli altri organi hanno un contenuto di acqua 
medio intorno al 70-80% (68% nel fegato; 83% nel 
rene). 

Nei soggetti adulti, l’acqua è distribuita per cir- 
ca il 65% intracellularmente e per il restante 35% 
extracellularmente (distribuita prevalentemente nel 
plasma ematico e nel liquido interstiziale). Data la 
maggiore presenza di acqua a livello intracellulare, 
maggiore è lo sviluppo del tessuto muscolare (ca- 
ratterizzato da elevata cellularità), maggiore è pure 
il contenuto di acqua. Al contrario maggiore è lo 
sviluppo del tessuto adiposo, meno ricco di cellule 
e infarcito di trigliceridi, minore è il contenuto di 
acqua. Nei soggetti obesi, infatti, il contenuto di ac- 
qua scende al 40-50% del peso corporeo, mentre nei 
soggetti molto muscolosi sale anche fino al 75%. 

L’acqua è il più critico di tutti i nutrienti. Per pri- 
vazione di acqua gli animali, compreso l’uomo, 
muoiono molto prima che per digiuno. L'acqua for- 
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Tabella 24.XI 





Nutrienti essenziali per l'uomo. 


Linoleico (18:2,@6) 
a-Linolenico (18:3,03) 


Metionina 
Lisina 
Treonina 
Leucina 
Isoleucina 
Valina 
Fenilalanina 
Triptofano 
Istidina 


nisce l’ambiente nel quale avvengono tutte le rea- 
zioni chimiche dell’organismo: è indispensabile per 
l’attività degli enzimi, permette il movimento di io- 
ni, il trasporto di nutrienti e l'eliminazione di com- 
posti tossici, nonché contribuisce al controllo della 
pressione sanguigna. La composizione in ioni del 
plasma e del liquido interstiziale è in rapido equili- 
brio attraverso la parete dei capillari; le proteine del 
plasma, che non filtrano normalmente attraverso la 
parete dei capillari, rimangono compartimentate e 
gli scambi di acqua fra i due liquidi seguono la 
pressione osmotica esistente nei due compartimenti 
(flusso diretto dalla soluzione a pressione osmotica 
inferiore a quella a pressione osmotica superiore, 
cioè dalla soluzione più diluita a quella più concen- 
trata). Una caduta della pressione osmotica del pla- 
sma, dovuta generalmente a diminuzione della con- 
centrazione di cloruro di sodio, produce un flusso di 
acqua dal plasma al liquido interstiziale; l’accumu- 
lo patologico che ne può conseguire viene denomi- 
nato edema. Perciò per l’organismo è fondamentale 
mantenere l’omeostasi volumetrica di questi due 
compartimenti; per garantire tale omeostasi, è ne- 
cessario mantenere costante il contenuto idrico del- 
l'organismo. Il bilancio idrico viene mantenuto in 
pareggio attraverso la regolazione delle uscite (mo- 
dificando il volume di urina escreto) ed attraverso il 
controllo delle entrate (modificando l’assunzione di 
acqua). La disponibilità di acqua per l’organismo è 
data da bevande ed alimenti liquidi (ad esempio tè, 
latte, vino; 1000-1200 ml/giorno) e dagli alimenti 
solidi (700-800 ml/giorno) consumati con la dieta. 
Inoltre, un certo quantitativo di acqua (acqua meta- 
bolica) si forma nell’organismo per ossidazione dei 
substrati (250-350 ml/giorno): la completa ossida- 
zione di 1 g di carboidrati, proteine e lipidi produce 


Bg (Piridossina) 


C (Ac. Ascorbico) 





B; (Tiamina) 

B, (Riboflavina) 

Bg (Niacina) 

Bs (Ac. Pantotenico) 


Sodio, Potassio 
Cloro, Calcio 
Fosforo, Magnesio 
Ferro, Rame, Zinco 
Selenio, lodio 
Manganese,Molibdeno 
Cromo, Fluoro 
Cobalto, Zolfo 
Piombo, Boro 
Alluminio, Vanadio 
| Cadmio, Arsenico 
Nickel, Litio 
| Bromo, Silicio 


By (Folati) 
B12 (Cobalammina) 


H (Biotina) 


rispettivamente 0,6, 0,4 e 1,1 g di acqua. Circa 200 
litri di acqua filtrano ogni giorno attraverso i glo- 
meruli e passano nei tubuli renali, dove l’acqua vie- 
ne riassorbita prevalentemente a seguito del riassor- 
bimento degli ioni sodio ed in parte come tale. 
Meno dell’ 1% dell’acqua filtrata dai glomeruli vie- 
ne eliminata con le urine (1-1,5 litri circa al giorno). 
Accanto alle urine, con le quali viene eliminata la 
maggior parte dell’acqua, altre vie di eliminazione 
sono attraverso la pelle (circa 400 ml/giorno), l’e- 
spirazione polmonare (circa 350 ml/giorno) e le fe- 
ci (circa 150 ml/giorno). Quando la sudorazione è 
intensa, l’eliminazione di acqua può fortemente au- 
mentare e dovrà essere compensata da un adeguato 
apporto esterno. 


Proteine 


Nell’uomo la fonte primaria di azoto è costituita 
dagli amminoacidi presenti nelle proteine alimenta- 
ri. Da un punto di vista nutrizionale gli amminoaci- 
di si distinguono in essenziali, che devono necessa- 
riamente essere introdotti preformati con la dieta ed 
in non essenziali, sintetizzabili dal nostro organi- 
smo (per i dettagli si veda il Capitolo 
“Metabolismo degli amminoacidi”). Gli amminoa- 
cidi essenziali sono valina, leucina, isoleucina (i co- 
siddetti amminoacidi a ‘catena ramificata”), metio- 
nina, fenilalanina, triptofano, istidina, lisina e treo- 
nina. 

Gli amminoacidi non essenziali possono, a loro 
volta, essere distinti in 
— semi-essenziali: sono la cisteina, sintetizzata a 

partire dalla metionina (vedi capitolo 8) e la tiro- 
sina, sintetizzata a partire dalla fenilalanina trami- 


te l’enzima fenilalanina idrossilasi (da notare che 
la carenza di questo enzima porta alla fenilcheto- 
nuria). Una loro adeguata assunzione risparmia i 
precursori essenziali; 

— condizionatamente essenziali: sono la serina, la 
glicina, la prolina, la glutammina e l’arginina. 
Sono sintetizzati a partire da prodotti del metabo- 
lismo intermedio, quali piruvato, ossalacetato, 0- 
chetoglutarato e 3-fosfoglicerato. Tuttavia la ca- 
pacità di sintesi può non essere sufficiente in al- 
cune condizioni particolari, quali infezioni e trau- 
mi, e nei bambini prematuri; in questi casi, la sin- 
tesi endogena va integrata con la dieta. 

L’alanina, il glutammato, l’aspartato e l’aspara- 
gina sono considerati non essenziali in senso stret- 
to, in quanto la sintesi dai rispettivi a.-cheto acidi è 
ritenuta sufficiente. È da notare però che, in condi- 
zioni di scarso apporto di carboidrati, la sintesi di 
questi amminoacidi può essere compromessa. 

In conclusione, anche gli amminoacidi non es- 
senziali vanno assunti con la dieta ed il loro appor- 
to deve essere bilanciato, in quanto il poo/ di ammi- 
noacidi non è totalmente riutilizzabile: una parte 
viene degradata e l’ammoniaca è il principale pro- 
dotto di rifiuto. Infatti il normale metabolismo del- 
le sostanze azotate comporta un’obbligatoria perdi- 
ta giornaliera di azoto nelle urine, sotto forma di 
urea, acido urico, NHj', creatinina, amminoacidi e 
urobilina. In un soggetto adulto normopeso, la 
quantità di azoto eliminato giornalmente con le uri- 
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ne è costante ed ammonta a 7,5-20 g (a seconda del- 
l’individuo), di cui oltre il 95% sotto forma di urea. 
Le quantità eliminate variano in base a vari fattori: 
la quantità di urea dipende dalle proteine alimenta- 
ri; il livello di NHy' (0,4-1,2 g/die) dipende dall’e- 
quilibrio acido-base; la quantità di acido urico (0,3- 
0,6 g/die) dipende da vari fattori tra cui il tipo di 
dieta; la quantità di creatinina (0,3-0,$8 g/die) dipen- 
de dalla massa muscolare ed è indice del turnover 
proteico del muscolo. Con le urine si ha anche una 
piccola perdita di amminoacidi (0,3-1,2 g/die). 
Perdita di azoto (1-2% del totale) si ha anche con le 
secrezioni intestinali, il turnover degli enterociti, la 
desquamazione della cute, le perdite mestruali. 

Bilancio di azoto. Gli amminoacidi e le proteine 
sono in equilibrio dinamico; il bilancio di azoto 0 
bilancio proteico dipende dalla somma delle veloci- 
tà di entrata ed uscita dal pool di amminoacidi libe- 
ri (vedi Tabella 24.XII). 

I cambiamenti nella quantità di proteine corpo- 
ree vengono misurati come differenza fra l’azoto 
introdotto e l’azoto escreto. In media le proteine 
contengono il 16% di azoto e quindi i/ fattore per 
convertire l’azoto in proteine è 6,25 (cioè 100 divi- 
so 16). Pertanto, il dato analitico dell’azoto urinario 
giornaliero nei soggetti adulti sani a peso costante 
costituisce una stima attendibile delle sostanze azo- 
tate “consumate” e, quindi, indica la quantità da 
rimpiazzare con gli alimenti: 10 g di azoto urinario 
corrispondono a 62,5 g di proteine. Nei soggetti 


Tabella 24.XII 





Rappresentazione schematica del bilancio azotato. 


PROTEINE ALIMENTARI n 
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>» 
——_»- POOL OMR segua PROTEINE CORPOREE 
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POOL DI DERIVATI 


o-chetoacidi + NH4* 


da 


composti non proteici 
eme, basi azotate, creatina, ... 


flusso in entrata = dieta + degradazione delle proteine (a + b) 

flusso in uscita = sintesi proteica + ossidazione (c + d) 

La quota dei derivati non proteici è minoritaria ed in genere non si considera nel bilancio azotato; tale quo- 
ta tuttavia diventa significativa in condizioni di privazione di proteine. 


Si possono presentare le seguenti situazioni: 


a+b=c+d bilancio costante (mantenimento nell'adulto per rimpiazzare le perdite) 


a+d>b+c 


bilancio positivo (accrescimento; formazione di massa muscolare; gestazione) 


b+c >a+d bilancio negativo (insufficiente apporto di energia e/o proteine; malattia) 
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Tabella 24.XIII 


Stima dei fabbisogni di amminoacidi essenziali alle diverse età (mg/kg peso/giorno). Dati elaborati sulla base 


di documenti FAO, OMS, SINU, NAS-NRC. 















adulti normopeso il bilancio azotato è pari quando 
l’azoto urinario è rimpiazzato dalle proteine ali- 
mentari. Durante la crescita, la gravidanza, l’allatta- 
mento, il recupero tessutale a seguito di malattie de- 
fedanti, l’aumentata attività fisica, l’azoto urinario 
non è un indice sufficiente per la valutazione del 
fabbisogno proteico. Per permettere la formazione 
di nuovi tessuti, l'aumento della massa muscolare, 
la produzione di latte è necessario infatti un appor- 
to proteico alimentare superiore a quello necessario 
per riparare le perdite azotate: bilancio azotato po- 
sitivo. Quando l’apporto proteico alimentare non è 
sufficiente a soddisfare il fabbisogno si ha un bi/an- 
cio azotato negativo. La misura dell’azoto urinario 
non è comunque un dato di per sé sufficiente a sta- 
bilire quante proteine alimentari sono necessarie 
per soddisfare il fabbisogno proteico. L’istanza pri- 
maria è infatti di assicurare che ciascun amminoaci- 
do sia rifornito con gli alimenti nella quantità ne- 
cessaria. I fabbisogni giornalieri di amminoacidi 
essenziali sono stimati come riportato nella Tabella 
24.XII. 

I fabbisogni di amminoacidi essenziali diminui- 
scono fortemente con l’avanzare dell’età: nel lattan- 
te ammontano al 43% del fabbisogno totale di am- 
minoacidi, nei bambini di 10-12 anni ne costitui- 
scono il 36%, e negli adulti il 19%. 

Il valore nutrizionale delle proteine alimentari 
dipende innanzitutto dal loro contenuto di amminoa- 
cidi essenziali, che è diverso da una proteina all’al- 
tra. Maggiore è il contenuto relativo di tutti gli am- 
minoacidi essenziali, maggiore è il valore nutrizio- 
nale delle proteine. È chiaro che combinando una 


O E E IS DA 












proteina carente in un amminoacido essenziale con 
un’altra carente in un amminoacido essenziale diffe- 
rente dal primo, le due proteine insieme acquisisco- 
no un maggiore valore nutrizionale. Pertanto nella 
scelta delle proteine alimentari è fondamentale co- 
noscere la composizione in amminoacidi essenziali 
delle stesse. Questi dati composizionali, relativi a 
proteine alimentari di uso comune di origine anima- 
le (latte, uova, carni) e vegetale (alcuni cereali e al- 
cune leguminose), sono elencati nella Tabella 
24.XIV. 

Tutte le proteine riportate hanno valore nutrizio- 
nale in quanto contengono tutti gli amminoacidi es- 
senziali e ne contengono in notevole quantità (da un 
minimo del 36,4 % nei piselli secchi ad un massimo 
del 50,5 % nell’uovo in toto). Si può però osserva- 
re che le proteine dei cereali hanno un contenuto re- 
lativo notevolmente più basso di lisina e le proteine 
del mais hanno anche un contenuto relativo note- 
volmente più basso di triptofano. Per contro le pro- 
teine presenti nei legumi (fagioli, piselli secchi) 
hanno un contenuto più scarso di metionina. Questi 
amminoacidi sono detti “amminoacidi limitanti”. È 
chiaro che per soddisfare, ad esempio, il fabbisogno 
di lisina è necessario impiegare più del doppio di 
proteine di frumento e mais e poco meno del dop- 
pio di proteine di riso rispetto alle proteine dell’uo- 
vo. Analogamente, per soddisfare il fabbisogno di 
metionina è necessario una quantità tripla di protei- 
ne di fagioli e piselli rispetto alle proteine dell’uo- 
vo. D’altra parte miscelando le proteine di cereali 
con quelle di legumi la quantità totale necessaria 
per soddisfare il fabbisogno di lisina e metionina è 
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Tabella 24.XIV 


Contenuto di amminoacidi essenziali in alcune proteine alimentari. Il contenuto è espresso in mg/g di proteina. 
Sono pure indicati gli amminoacidi limitanti. 
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ticolarmente basso l’amminoacido è detto limitante. 


di poco superiore a quella delle proteine dell’uovo. 
È possibile dare un punteggio (indice chimico) alle 
proteine alimentari, assegnato in base alla quota di 
amminoacido limitante rispetto a quella di una pro- 
teina di riferimento (la proteina standard è data da 
una combinazione tipo di amminoacidi stabilita dal- 
la FAO e ricavata tenendo conto del fabbisogno di 
ogni singolo amminoacido essenziale diviso per il 
fabbisogno in proteina). Su questa base il punteggio 
massimo è assegnato alle proteine dell’uovo. 

Questo indice teorico tiene conto solo del conte- 
nuto amminoacidico; altri indici rivelano il reale 
comportamento nell’organismo e tengono conto 
della digeribilità e della biodisponibilità dei singo- 
li amminoacidi. Le proteine della carne, delle uova, 
del latte e del pesce sono digerite per il 94-97% e la 
loro digeribilità è posta come 100% nel paragone 
con proteine di altra origine. Rispetto a queste pro- 
teine animali, le proteine dei cereali hanno una di- 
geribilità del 85-95% e quelle delle leguminose del 
75-80% e, pertanto, ne dovrà essere impiegata una 
quantità proporzionatamente maggiore. 

Un’istanza da non trascurare sull’uso delle pro- 
teine alimentari è che gli alimenti apportatori di 
proteine contengono altri nutrienti di cui si deve te- 
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nere conto nell’impostazione di un regime dietetico 
equilibrato. Nel caso delle sorgenti alimentari vege- 
tali il componente addizionale più rilevante è l’ami- 
do; nel caso degli alimenti di origine animale, i 
componenti addizionali più rilevanti sono i lipidi ed 
il colesterolo. Ne nasce l’ovvio suggerimento di 
sopperire al fabbisogno proteico con un’opportuna 
miscela di alimenti proteici di origine animale e ve- 
getale, con proporzioni molto più a favore degli ali- 
menti vegetali nei soggetti adulti e di quelli anima- 
li nei soggetti in fase di bilancio azotato positivo. 

I LARN 1996 indicano che il fabbisogno per il 
mantenimento è di 0,75 g/kg di peso desiderabile/ 
die per proteine di elevata qualità biologica, contri- 
buendo al 15% della quota calorica giornaliera 
(questo fabbisogno viene applicato all’adulto e al- 
l’anziano di entrambi i sessi). Il fabbisogno è più al- 
to nei vegetariani stretti In quanto va assunta una 
quota maggiore di proteine vegetali per assicurare 
l’assunzione adeguata di amminoacidi essenziali. 

Indicatori dello stato nutrizionale. Come la de- 
terminazione dell’azoto urinario giornaliero con- 
sente di valutare con buona approssimazione il fab- 
bisogno proteico, così la determinazione dei livelli 
plasmatici di alcune proteine permette di verificare 
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Tabella 24.XV 


Proteine sieriche impiegabili come indicatori biochimico-clinici di soddisfacente o insoddisfacente apporto pro- 
teico, a seconda che la loro concentrazione rientri nei valori di riferimento o ne sia al di sotto. 





Proteina legante il retinolo | 2-10 anni: 2,2-4,5 
> 16 anni, M: 3,4-7,7 
> 1é anni, F: 2,2-6,0 


Pre-albumina 


35-50 x 100 


Albumina 


se detto fabbisogno è adeguatamente soddisfatto 
(vedi Tabella 23.XV). Infatti le proteine plasmati- 
che hanno concentrazioni costanti, ma tempi di 
emivita diversi: 12 ore per la proteina legante il re- 
tinolo, 14-20 giorni per l’albumina. Se il fegato 
(l’organo che provvede a produrre queste proteine) 
è funzionale, il mantenimento di un livello plasma- 
tico costante di ciascuna di queste proteine è indice 
di soddisfazione delle esigenze di biosintesi. Al 
contrario, un abbassamento del livello è indice di 
insoddisfacente disponibilità di amminoacidi e, 
quindi, di malnutrizione proteica. La diminuzione 
del livello della proteina legante il retinolo, che ha 
12 ore di emivita, indica uno stato di malnutrizione 
recente e a stadio precoce, mentre quella dell’albu- 
mina indica uno stato di malnutrizione proteica di 
più lunga durata e consolidata. 

Un insufficiente apporto proteico nella prima in- 
fanzia induce una delle malattie più diffuse nei pae- 
si poveri (India, Paesi Africani): lo Kwashiorkor. 
Lo Kwashiorkor si instaura quando l’alimentazio- 
ne, pur caloricamente adeguata, è povera di protei- 
ne; quando invece l’alimentazione è inadeguata, sia 
per apporto calorico che proteico, si può arrivare al 
marasma. 

La malnutrizione proteica è un riscontro non ra- 
ro in soggetti anziani non adeguatamente seguiti ed 
in pazienti con lungodegenze ospedaliere, anche nei 
paesi con più florida economia e più efficiente or- 
ganizzazione dei servizi sanitari. L'accertamento 
dello stadio precoce della malnutrizione proteica, 
utilizzando l’approccio biochimico clinico riferito 
\opra, può consentire di mettere in atto opportuni 
provvedimenti dietoterapici. 





Stadio precoce di malnutrizione 
proteica 


12 ore 


A 


2 giorni Malnutrizione proteica di recente 
instaurazione 


8-9 giorni Malnutrizione proteica in fase di 
consolidamento 


14-20 giorni 


Malnutrizione proteica consolidata 


Carboidrati. Indice glicemico 


In via puramente teorica, si potrebbe sostenere 
che non è necessario un apporto dietetico di carboi- 
drati, in quanto il glucosio può derivare dagli ammi- 
noacidi (e dal glicerolo di origine lipidica) per glu- 
coneogenesi. Tuttavia nell’uomo, con eritrociti pri- 
vi di nucleo e mitocondri, e con la necessità di con- 
tinuo reclutamento di ossalacetato per garantire il 
buon funzionamento del ciclo di Krebs (e quindi un 
soddisfacente approvvigionamento di energia attra- 
verso la catena respiratoria), un flusso gluconeoge- 
netico capace di fornire tutto il glucosio necessario 
per sostenere il metabolismo glicidico nella sua to- 
talità (si pensi alla biosintesi di tutti i glicoconiuga- 
ti!), senza pericolosa incentivazione della chetoge- 
nesi, è di fatto impossibile. Per i carboidrati è stato 
pertanto introdotto il concetto di “necessarietà”: la 
quantità di glucosio (o meglio di glucidi che danno 
origine direttamente o indirettamente a glucosio) 
necessaria per questa azione preventiva sull’insor- 
gere della chetosi e conseguente acidosi è di 5 g 
ogni 100 kcal; in altre parole non meno del 20% del 


fabbisogno calorico giornaliero deve essere coper- 


to da glucidi. La quota da introdurre per una dieta 
equilibrata è comunque più elevata: i LARN 1996 
indicano che nell’adulto i carboidrati totali devono 
fornire il 55-60 % della quota calorica giornaliera, 
anche allo scopo di limitare l’eccessiva assunzione 
di lipidi (vedi paragrafo successivo “Linee Guida”). 

Il glucosio è il nutriente di natura organica la cui 
concentrazione ematica è sottoposta alla più accura- 
ta omeostasi, sotto il controllo stretto di insulina e 
glucagone. E noto che a seguito di un pasto glicidi- 
co, 0 della somministrazione per via orale di gluco- 
s10, la glicemia va incontro ad un’escursione (iper- 
glicemia postprandiale) fino a raggiungere un valo- 
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Figura 24.3 Variazione della concentrazione serica di glucosio a tempi diversi dopo la sommini- 
strazione di 50 g di glucosio sciolti in acqua ad un soggetto adulto a digiuno 





re del 60-70% superiore a quello basale, per ritorna- 
re ai valori di partenza (o leggermente più bassi) en- 
tro 2 ore dal pasto. L’area complessiva di incremen- 
to della glicemia a seguito di un pasto glicidico en- 
tro le due ore dal pasto (vedi Fig. 24.3) assume un 
significato importante. Infatti, tanto maggiore è 
questa area, tanto maggiore è l’esposizione dei tes- 
suti insulino-sensibili (fegato, muscolo, tessuto adi- 
poso) a più elevate concentrazioni ematiche di glu- 
cosio e, quindi, ad un maggior impiego metabolico 
di glucosio, inclusa una maggiore trasformazione 
nei trigliceridi del tessuto adiposo. Quanto minore è 
l’area, tanto minore è l’effetto lipogenico dei car- 
boidrati alimentari. Su questa base è fondato il con- 
cetto di indice glicemico. Posta, come riferimento, 
uguale a 100 l’area di incremento della glicemia en- 
tro le 2 ore dopo somministrazione di 50 g di gluco- 
sio sciolti in acqua, il rapporto percentuale fra l’a- 
rea ottenuta dopo la somministrazione di un pasto 
contenente 50 g di carboidrati (semplici o comples- 


si) e l’area di riferimento è /'indice glicemico per 


quel carboidrato 0, meglio, della forma alimentare 
con cui quel carboidrato è somministrato. Un indi- 
ce glicemico inferiore a 100 è espressione di una 
minore “disponibilità” di glucosio e, quindi, di un 
minore effetto lipogenico. In altre parole un indice 
glicemico inferiore a 100 significa che il glucosio 
contenuto nel pasto è reso disponibile in modo più 
graduale, col risultato di avere una risposta ipergli- 
cemica meno accentuata e, quindi, un ‘effetto insu- 


linico” meno intenso. Infatti esiste un rapporto di 
linearità fra indice glicemico ed aumento post 
prandiale dell’insulinemia (indice insulinico). 
Nella Tabella 24.XVI è riportato l’indice glicemico 
di differenti cibi contenenti carboidrati. Molteplici 
sono i fattori che influenzano le risposte glicemiche 
ad un pasto glicidico e, quindi, l’indice glicemico: 
la natura del monosaccaride contenuto nel pasto 
(glucosio, fruttosio, galattosio); la natura (prevalen- 
za di amilosio o di amilopectina), le caratteristiche 
fisico chimiche e l’organizzazione intracellulare 
(presenza in forma di granuli) dell’amido; le intera- 
zioni fra saccaridi ed altri nutrienti; l'influenza dei 
processi di elaborazione e di cottura degli alimenti 
sui carboidrati contenuti negli alimenti stessi; la 
presenza nel pasto di altri nutrienti (lipidi, protei- 
ne), fibre, acidi organici o sostanze che impedisco- 
no o modificano la digestione degli alimenti e l’as- 
sorbimento dei nutrienti. Sul piano biochimico que- 
sti fattori attengono i processi di digestione dei po- 
lisaccaridi, di assorbimento dei saccaridi semplici 
ottenuti dalla digestione, di interconversione fra 1 
diversi monosaccaridi e di utilizzo metabolico dei 
monosaccaridi. Un esempio dell’importanza della 
matrice alimentare sul rilascio di glucosio è riporta- 
ta nella Figura 24.4. 


Lipidi 


I nutrienti lipidici essenziali sono le vitamine li. 
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Tabella 24.XVI 


Indice glicemico di differenti cibi contenenti carboidrati. Dati desunti da documenti della FAO e WHO. L'indice 
glicemico è riferito al glucosio, il cui valore è assunto uguale a 100. 


Monosaccaridi 
Glucosio 100 
| Fruttosio 23 
Saccarosio 63 
Lattosio 47 
Miele 75 


‘Pane e prodotti da forno 
| Pane di frumento (bianco) 73 


| Pane di orzo (farina) 69 
Pane di orzo (a chicchi) 36 
| Pane di segale (farina) 67 
Pane di segale (a chicchi) 51 
Crackers di frumento 72 
Torta di riso 89 
Torta (frumento) 63 
| Biscotti (frumento) 65 
Focaccia (dolce) 64 
Cereali da colazione 
| Fiocchi di mais 86 
Fiocchi di frumento 76 
Fiocchi di avena 63 
Riso soffiato 89 
Fiocchi con crusca di frumento 44 
Fiocchi con crusca di avena 57 
“Popcorn” 76 
Granaglie e analoghi 
| Orzo 26 
| Riso bianco 59 
| Riso scuro 57 
Segale 39 
i Mais dolce Sy 
Miglio 73 
Couscous 67 
i Grano saraceno 57 
Tapioca 83 


Paste 

Spaghetti, grano tenero 43 
Spaghetti, grano duro 5 
Spaghetti, integrali 38 
Maccheroni 46 
Linguine SI 
Legumi (semi) 

Piselli verdi 49 
Piselli secchi 14] 
Lenticchie versi 30 
Lenticchie secche 28 
Fagioli (diverse varietà) 31-44 
Soia F7 
Frutta 

Mele 38 
Succo di mele 42 
Pere 39 
Banane 60 
Arance 45 
Succo di arance 54 
Kiwi 54 
Mango 58 
Prugne, ciliege, uva, pompelmo | 39 
Ananas, anguria, uva passa 68 
Succo di ananas 139 
Albicocche secche SZ 
Patate 

Patate bollite 58 
Patate al forno 88 
Patate fritte 78 
Patate dolci 59 
Prodotti caseari 

Latte intero 128 
Latte scremato 33 
Yogurt naturale si 
Gelati al latte 61 





posolubili e gli acidi grassi polinsaturi acido lino- 
leico e a-linolenico; l’acido docosaesaenoico puo 


essere considerato ‘‘condizionatamente essenziale” 


(per le funzioni metaboliche vedi i Capitoli 
“Metabolismo dei lipidi” e “Biochimica degli or- 
moni”). Va ricordato che il g/icerolo, necessario al- 
la biosintesi dei glicerolipidi (trigliceridi e fosfogli- 
ceridi), deriva metabolicamente dal glucosio (gluco- 
sio + diidrossiacetonfosfato + glicerolofosfato) e 
pure la serina, necessaria per la biosintesi della sfin- 
gosina o sfinganina (C18 e C20) e presente come ta- 
le, o come suoi derivati (etanolamina e colina) nei 
fosfolipidi, non sono composti essenziali. 


La quantificazione del fabbisogno alimentare di 
acidi grassi essenziali non è stata facile, in quanto 
quadri clinici da conclamato grave deficit di questi 
nutrienti nell’uomo non sono noti. Inoltre situazio- 
ni fisiologiche come l’accrescimento, la gravidan- 
za, l’allattamento e l’invecchiamento ne modifica- 
no fortemente il fabbisogno. Le ripercussioni da de- 
ficit di acidi grassi essenziali e gli opportuni inter- 
venti correttivi sono stati invece osservati, speri- 
mentati e risolti con successo in soggetti sottoposti 
per lunghi periodi ad alimentazione parenterale: ciò 
ha definitivamente suggellato il concetto di essen- 
zialità di questi composti. Come già ricordato, un 
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Figura 24.4 Cinetica del rilascio di glucosio dall’amido contenuto in diversi alimenti ad opera del- 
le idrolasi operanti sui glucidi nel tratto intestinale; pane bianco: linea nera; riso: linea rossa; or- 
zo perlato: linea blu; spaghetti: linea azzurro chiaro 





criterio importante nella definizione del fabbisogno 
è il dato epidemiologico secondo il quale l’apporto 
di acidi grassi a lunga catena della serie ©6 (acido 
linoleico e suoi derivati, inclusi gli eicosanoidi) co- 
stituisce un fattore importante nella prevenzione 
delle malattie aterosclerotiche, e l’apporto di acidi 
grassi della serie 03 ha uguale valenza per quanto 
attiene le malattie tromboemboliche. Occorre d’al- 
tra parte tenere presente che un’eccessiva assunzio- 
ne di acidi grassi poliinsaturi può essere dannosa 
sul piano metabolico e funzionale, in quanto la pre- 
senza dei doppi legami tra loro vicini facilita l’ag- 
gressione da parte dei radicali liberi dell’ossigeno 
(ROS), con formazione di lipoperossidi potenzial- 
mente tossici (con disturbi della coagulazione del 
sangue e anomalie nella funzione immunitaria). 

Da notare che la natura chimica degli acidi gras- 
si assunti con la dieta ha importanti riscontri sul 
controllo della colesterolemia e dei livelli di LDL. 
La quota di acidi grassi saturi, allo scopo di evitare 
un’elevazione dei livelli ematici di LDL, non do- 
vrebbe superare il 7-8% del contenuto calorico tota- 
le della dieta. L'acido oleico, acido monoinsaturo 
abbondante nell’olio di oliva, non modifica 1 livelli 
di LDL; tuttavia l’olio di oliva ha effetti benefici a 
cui probabilmente contribuiscono i composti fito- 
chimici in esso presenti. 

Va infine riposta attenzione a due aspetti. L’uno 
riguarda gli acidi grassi insaturi di configurazione 
non fisiologica ‘trans’ (spesso riscontrabili nei co- 
siddetti “grassi idrogenati” quali le margarine, ma 
presenti anche nella carne e nel latte vaccino essen- 
do prodotti dai batteri del rumine), che svolgereb- 


bero un ruolo negativo nell’ambito del processo 
aterosclerotico. L’altro riguarda i trattamenti termi- 
ci cui possono andare incontro i lipidi durante la fa- 
se di preparazione dei cibi. Il riferimento è in parti- 
colare alla “friggitura”, durante la quale il materia- 
le alimentare è sottoposto a temperature superiori ai 
100°C. I doppi legami, in particolare quelli ravvici- 
nati fra loro (come negli acidi grassi polinsaturi), 
alle elevate temperature ed in presenza di O), pos- 
sono facilmente favorire la formazione di perossidi 
con conseguenti frammentazioni: ciò annulla le lo- 
ro proprietà nutrizionali e può produrre sostanze 
tossiche, tra cui gli ossisteroli. 

Le valutazioni sopra esposte sono recepite dalle 
Linee guida INRAN (2003) che danno indicazioni 
sia sulla quantità che sulla qualità di lipidi da assu- 
mere; la quantità totale deve essere compresa tra il 
20-25% della quota calorica giornaliera (30-35% 
nel bambino fino a 3 anni oppure in presenza di in- 
tensa attività fisica). Per quanto riguarda la qualità, 
la ripartizione suggerita è la seguente: acidi grassi 
saturi non più del 7-10% delle calorie totali, acidi 
grassi monoinsaturi fino al 20 % delle calorie tota- 
li, acidi grassi polinsaturi 7% delle calorie totali con 
un rapporto ® 6/ @ 3 di circa 5:1. La quota degli aci- 
di grassi trans deve essere inferiore al 2%. 

Quanto al colesterolo il dato epidemiologico di 
una correlazione positiva tra colesterolemia (oltre 
l’ambito normale) e incidenza di malattie ateroscle- 
rotiche, ha suggerito il criterio che il contenuto di co- 
lesterolo nella dieta non superi i 100 mg/1000 kcal e 
che, comunque, non si vada oltre i 300 mg/die. 
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Purine e pirimidine 


Sono presenti prevalentemente negli alimenti di 
origine animale, sotto forma di basi libere o legate 
a nucleotidi. Sono considerate nutrienti semi-essen- 
ziali, perché in particolari condizioni (come, ad 
esempio, durante la primissima infanzia) la sintesi 
endogena potrebbe non essere sufficiente a ricopri- 
re 1 fabbisogni. Nell’adulto, l’organismo è invece in 
grado di sintetizzare le basi puriniche e pirimidini- 
che a partire da amminoacidi non essenziali (glici- 
na, glutammina e acido aspartico per i nucleotidi 
purinici, acido aspartico e glutammina per i nucleo- 
tidi pirimidinici). 


Etanolo 


L’etanolo è un componente spesso presente nel- 
la dieta che - pur non essendo un nutriente in senso 
stretto in quanto non risponde ad una specifica esi- 
genza dell’organismo - apporta energia. L’equi- 
valente calorico dell’etanolo è 7,0 kcal/g; per cui il 
corrispondente apporto calorico deve essere tenuto 
scrupolosamente presente nella dieta. I LARN indi- 
cano che la dose massima “accettabile” giornaliera 
di etanolo, che non comporti conseguenze tossiche, 
è 40 g per l’uomo adulto e di 30 g per la donna adul- 
ta; comunque non deve superare il 10% delle calo- 
rie totali giornaliere. Per gli adolescenti fino a 15 
anni, l'OMS raccomanda /’astensione totale dal 
consumo di alcol. 


Vitamine 


Le implicazioni funzionali e gli aspetti nutrizio- 
nali delle vitamine sono stati trattati nel Capitolo 
“Vitamine e coenzimi” al quale si rimanda. 


Componenti minerali 


Nelle cellule di ogni tessuto i minerali sono pre- 
senti allo stato ionico o in forma di complessi, ad 
una concentrazione pressoché costante. Questa re- 
lattiva costanza è dovuta alla rigorosa regolazione 
del loro assorbimento intestinale e della loro elimi- 
nazione attraverso i reni, il sudore e la bile. 
L’omeostasi dei minerali è essenziale, in quanto al- 
cuni di essi, se in concentrazioni eccedenti i livelli 
normali, possono risultare tossici per l’organismo. 

Gli elementi inorganici sono distinti in macroe- 
lementi, presenti nell’organismo in quantità dell’or- 


dine del grammo (sodio, potassio, cloro, calcio, fo- 
sforo, magnesio, zolfo) ed oligoelementi, presenti 
nell’organismo in quantità inferiori al grammo; tra 
quest'ultimi, quelli presenti nell’organismo in 
quantità dell’ordine del milligrammo sono definiti 
elementi traccia (ferro, rame, zinco, iodio, fluoro, 
cobalto, cromo, manganese, selenio), mentre quelli 
presenti in quantità dell’ordine del microgrammo 
sono definiti elementi ultratraccia (litio, arsenico, 
nichel, piombo, vanadio). 


Sodio (Na). Il sodio è il principale catione dei li- 
quidi extracellulari: l’osmolarità ed il volume di 
questi liquidi è appunto dipendente dalla concentra- 
zione degli ioni sodio. Il contenuto in sodio dell’uo- 
mo adulto è di 1,1-1,5 g/kg e la sua concentrazione 
nel siero è di circa 3,1-3,3 g/L. Il fabbisogno in so- 
dio non è facile da stabilire, anche in ragione del- 
l’ampia facilità di introdurre con gli alimenti ecce- 
denza di sodio. L'introduzione di sodio nella misu- 
ra di 500-600 mg/die è certamente sufficiente a 
compensarne le perdite ordinarie, ma non quelle 
che conseguono ad eccessiva sudorazione, per le 
quali è richiesto un maggiore apporto. L’omeostasi 
del sodio è regolata principalmente dall’a/dostero- 
ne, che stimola il riassorbimento dello ione a livel- 
lo dei tubuli renali; una deficienza di questo ormo- 
ne aumenta l’escrezione urinaria di sodio inducen- 
do uno stato di deficienza. Il riassorbimento renale 
di sodio è pressoché totale (meno dell’1% del sodio 
filtrato viene poi escreto); perciò la quantità di so- 
dio escreto giornalmente nelle urine riflette l’intro- 
duzione totale di tale ione (maggiore è il quantitati- 
vo di sodio introdotto con l’alimentazione, maggio- 
re è la sua escrezione urinaria). Alle perdite per via 
renale si devono aggiungere quelle attraverso la su- 
dorazione, anch’esse molto variabili (dipendono 
dall’entità dell’esercizio fisico svolto dall’indivi- 
duo e dalle condizioni ambientali). Si ritiene che 
un’eccessiva introduzione di sodio possa causare 
ipertensione; sebbene non vi sia un rapporto causa- 
le fra ipertensione ed introduzione di sodio, una 
parte della popolazione è sicuramente sensibile, per 
ragioni genetiche, ad un eccesso di questo catione. 


Potassio (K). Il potassio è il principale catione 
del liquido intracellulare ed è contenuto nell’orga- 
nismo umano nella quantità di 2,6 g/kg. La sua con- 
centrazione nel plasma può variare fra 0,14 e 0,20 
g/L. AI di sotto di questi valori si manifestano alte- 
razioni della funzione muscolare e cardiaca, mentre 
concentrazioni superiori possono provocare ridu- 
zione dell’attività del miocardio fino all’arresto car- 
diaco. Ipokaliemia (cioè carenza di potassio) può 
verificarsi in seguito ad eccessiva somministrazio- 


ZIA 


ne di diuretici, iperfunzione della corteccia surrena- 
le ed acidosi diabetica. Al contrario, iperkaliemia 
(cioè eccesso di potassio) si può verificare nell’in- 
sufficienza renale. L’abbondanza di potassio negli 
alimenti di origine vegetale rende difficile l’instau- 
rarsi di una condizione di carenza. Il riassorbimen- 
to del potassio a livello del tubulo renale è un pro- 
cesso molto efficace, ma meno efficiente di quello 
del sodio. Pertanto il potassio eliminato con le uri- 
ne è nell’ambito di 1,5-3 g al giorno, per cui il fab- 
bisogno giornaliero è di 2-3 g. 


Cloro (Cl). Il cloro, sotto forma di cloruro (CI), 
è il principale anione inorganico extracellulare di- 
stribuito per il 70% nel liquido extracellulare (lega- 
to al sodio) e per il resto nel liquido intracellulare 
(legato al potassio). Nell’uomo adulto il contenuto 
di cloro è intorno agli 1,2 g/kg. La cloremia è di 
3,4-3,8 g/L, mentre la concentrazione nei liquidi in- 
terstiziali e nel liquido cefalorachidiano è legger- 
mente più elevata e quella del liquido intracellulare 
variabile (0,15-0,9 g/L). Il cloro, nella forma di clo- 
ruro di sodio e di potassio, contribuisce a determi- 
nare la pressione osmotica ed interviene nella rego- 
lazione del bilancio idro-elettrolitico e dell’equili- 
brio acido-base. Il CI” è il principale anione del suc- 
co gastrico ed i canali del CI sono coinvolti nella 
neurotrasmissione di tipo inibitorio. La principale 
fonte alimentare di cloro è il cloruro sodico, in pic- 
cola parte contenuto negli alimenti di origine ani- 
male e per la gran parte aggiunto ai cibi per insapo- 
rirli; il cloro può essere assunto anche sotto forma 
di cloruro di potassio, abbondante negli alimenti 
vegetali. Quantità variabili di cloruri sono presenti 
nelle acque naturali (discorso a parte è da farsi a 
proposito delle acque rese potabili per clorazione, 
le quali possono contenere sostanze anche cancero- 
gene, formatesi per interazione del cloro con com- 
posti organici presenti nell’acqua). Il cloro di origi- 
ne alimentare viene assorbito prevalentemente nel 
tratto prossimale dell’intestino tenue, seguendo il 
gradiente elettrochimico creato dal trasporto di ca- 
tioni, prevalentemente Na* e K*. Nel tratto distale il 
cloro è assorbito per scambio con il bicarbonato. Il 
cloro viene in grandissima parte riassorbito nel trat- 
to tubulare del rene, associato a Na* e K°': la porzio- 
ne eliminata con le urine può arrivare a 8,5 g al 
giorno. Il cloro è anche eliminato con il sudore, in 
quantità variabile a seconda del grado di sudorazio- 
ne, ed, in piccola parte, con le feci. È raccomanda- 
to un apporto giornaliero di cloro di 0,9-3 g, corri- 
spondenti all’ingestione di 1,5-5 g di sale da cucina. 
Deficit di cloruri si possono osservare in caso di 
diarree croniche, vomito prolungato, sudorazioni 
intense e persistenti, malattie renali. 
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Calcio (Ca). È il più abbondante minerale delle 
ossa alle quali conferisce, in forma di idrossiapati- 
te [Caxo(POy)(OH);], la caratteristica rigidità. Il 
calcio delle ossa costituisce un deposito al quale 
l’organismo può attingere in seguito a segnalazione 
ormonale. L'uomo adulto possiede circa 1,5 kg di 
calcio, il 99% dei quali è presente nello scheletro. 
Questo calcio non è, come può apparire, metaboli- 
camente inerte: lo 0,05% di calcio è, infatti, rila- 
sciato e depositato nelle ossa ogni giorno. 

La concentrazione di calcio nel sangue è intorno 
a 0,10 g/L (2,4 mM). Nel sangue, e negli altri liqui- 
di biologici, il calcio (Ca?*) è presente in tre forme: 
legato alle proteine (in particolare albumina, circa 
40%), complessato con citrato, solfato e fosfato 
(circa 10%) e sotto forma di ione non complessato 
(circa 50%); quest’ultima forma è quella funzional- 
mente attiva ed il suo livello è percepito da “ca/- 
cium-sensing proteins” presenti nelle ghiandole 
paratiroidi. Come si è visto nei precedenti capitoli, 
lo ione calcio è /’atfivatore di numerosi enzimi, 
comprendenti, fra gli altri, quelli adibiti all’idrolisi 
dei polisaccaridi, dei fosfolipidi e delle proteine; 
partecipa alla trasmissione dei segnali nella cellula; 
ha un ruolo fondamentale nella coagulazione del 
sangue e nella contrazione muscolare. La concen- 
trazione ematica del calcio viene mantenuta costan- 
te, nonostante le notevoli variazioni nella quantità 
assunta, grazie al controllo esercitato da due ormo- 
ni ipercalcemizzanti [paratormone e 1,25-diidrossi- 
calciferolo (1,25(0H),-calciferolo, vedi vitamina 
D, Capitolo “Vitamine e coenzimi”)] e da un ormo- 
ne ipocalcemizzante (calcitonina). Nell’uomo, a 
differenza di altri animali, la calcitonina (sintetizza- 
ta dalle cellule C della tiroide) ha effetto ipocalce- 
mizzante soltanto a dosi sopra-fisiologiche e non è 
stata evidenziata alcuna patologia da eccesso o da 
difetto. 

Nei soggetti adulti l’assunzione raccomandata 
giornaliera di calcio è di 0,8-1 g. Nella gravidanza 
e durante l’allattamento, e negli adolescenti e nei 
soggetti anziani, questo fabbisogno aumenta a 1,4- 
1,5 g (LARN 1996). Alimenti ricchi di calcio sono 
il latte e i latticini, i formaggi stagionati, la frutta 
secca, i molluschi, i crostacei e i legumi. Fattori che 
favoriscono l’assorbimento sono proteine e fosfo- 
peptidi, lattosio, basso contenuto in fosfato. Invece 
sostanze, quali ossalati, grassi, alcool, fibre e cellu- 
losa, formano con il calcio complessi insolubili e ne 
impediscono quindi l’assorbimento (il contenuto di 
calcio in alcuni alimenti e la sua biodisponibilità s0- 
no riportati nella Tabella 24.XVII). L’assorbimento 
del calcio avviene per mezzo di un processo passi- 
vo ed uno attivo. Il processo passivo, operante nel- 
l’ileo ma anche nel crasso, è un sistema di diffusio- 
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Tabella 24.XVII 


Contenuto di calcio in alcuni alimenti e sua biodisponibilità. 


Acque 

Pesci ed altri prodotti 

Cami fresche 

bovine, suine, ovine, avicole 
Carni conservate o insaccate 
Uova di gallina 

Tuorlo 

Albume 

Intero 48 
Latte e prodotti caseari 
Latte vaccino 

Yogurt 

Latticini freschi 
Formaggio 
Frutta secca 

Noci, nocciole, mandorle 


120 
120 


Frutta fresca 


Verdura fresca 
Indivia, carciofi, spinaci, cicoria, bieta 
Cavoli, broccoli, cavolfiori 
Lattuga, finocchi, carote, asparagi 
Zucchine, peperoni, patate, pomodori 
Legumi 
Soia (secca) 
Fagioli, ceci, fave (secca) 
Lenticchie, piselli (secca) 
Fagioli, fave, piselli (freschi) 
Fagiolini 
Cereali e loro derivati 
Crusca di frumento 
Farina di frumento 
Riso 
Pane, pasta, mais, orzo 


ne semplice paracellulare e diventa quantitativa- 
mente importante in presenza di elevate concentra- 
zioni intraluminari di calcio. Il processo attivo ha 
sede lungo tutto l’intestino tenue ma prevale nel 
duodeno ed è sotto controllo ormonale; inizia con il 
trasporto, secondo gradiente elettrochimico, media- 
to dal canale TRPV6/CaTI cui fa seguito il transito 
transcellulare verso la membrana basolaterale con il 
Ca?* legato ad una proteina citoplasmatica, la ‘’ca/- 
cium binding protein” (CaBP) o calbindina, la cui 
sintesi è indotta dal 1,25 (O0H),-calciferolo. Quindi 
varie pompe ATP-dipendenti esportano il calcio 
dall’enterocita nei capillari. La principale pompa è 


170-500 
400-1200 


80-150 
2-50 


Vicina al 100% 
Vicina al 90% 
Superiore al 90% 


Superiore al 90% 


Superiore al 90% 


30-90% dovuta alla presenza maggiore o mi- 
nore di lipidi che riducono l'assorbimento 


10% dovuta alla presenza di acido fitico che- 
lante del Ca?* 

10%, dovuta alla presenza di acido fitico, cel- 
lulosa, ossalati e alginati che chelano il Ca?* 


dal 5% (spinaci) al 40% (cavolfiore) a seconda 
della quantità di ossalati (chelanti del calcio) 
presenti 


dal 15% (fagioli e lenticchie) al 30% (soia) a 
seconda della quantità di acido fitico e ossali- 
co presente 


dal 20% al 40% a seconda della presenza di 
acido fitico e fibra 





il sistema uniporto del calcio (Ca?*-ATPasi), la cui 
espressione è indotta dal 1,25(0H),-calciferolo. Un 
altro meccanismo è lo scambio Na'/Ca?*, abbinato 
alla pompa Na'/K*, dove la fuoriuscita di Ca?* dal- 
l’enterocita è abbinata ad un controflusso di Na”. 
Un’insufficiente introduzione di calcio con la 
dieta può portare, specie nelle persone anziane, al- 
l’osteoporosi, una condizione di progressiva demi- 
neralizzazione delle ossa, derivante da uno squili- 
brio fra riassorbimento dell’osso e sua neo-deposi- 
zione. Nell’età adulta (dopo i 40 anni) gli osteocla- 
sti, cellule adibite al riassorbimento dell’osso, con- 
tinuano ad essere attivi, mentre gli osteoblasti, cel- 
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lule responsabili della formazione dell’osso, ridu- 
cono progressivamente la loro attività. Le ossa più 
soggette all’osteoporosi sono le vertebre ed il femo- 
re. All’instaurarsi dell’osteoporosi contribuiscono 
un’insufficiente assunzione di Ca?* con la dieta ed 
un’inadeguata attività fisica. L’osteoporosi si mani- 
festa più frequentemente nelle donne ed in partico- 
lare nell’età della menopausa. La terapia e la pre- 
venzione dell’osteoporosi sono basate sulla supple- 
mentazione di Ca?*, sulla somministrazione di 
estrogeni (nelle donne in menopausa) e di calcitoni- 
na che limitano il riassorbimento di calcio nelle os- 
sa. A scopo preventivo è anche utile un’intensifica- 
zione dell’esercizio fisico, che risulta avere un ef- 
fetto osteogenico locale. 


Fosforo (P). L'organismo umano contiene circa 
1 kg di fosforo, di cui 1’85% si trova nelle ossa sot- 
to forma di idrossipatite, il 10% nei muscoli ed il re- 
sto nel cervello, nel sangue ed in altri organi e tes- 
suti. Il fosfato libero viene comunemente denomi- 
nato fosfato inorganico ed abbreviato in P;; il fosfa- 
to legato covalentemente agli zuccheri, alle protei- 
ne ed ad altri componenti organici della cellula è 
denominato fosfato organico. Nel sangue (dove si 
trova ad una concentrazione sierica di 0,03-0,05 
g/L) è presente sia sotto forma di fosforo organico, 
legato a fosfolipidi, che inorganico nelle due forme 
di dissociazione HPOy e H,POy (in rapporto 4:1 
al pH ematico 7,4). Nei fosfati organici il gruppo 
fosforico aumenta l’idrofilicità del composto, ridu- 
cendo di molto la sua tendenza ad attraversare le 
membrane lipidiche; per questa ragione il passaggio 
delle molecole fosforilate attraverso le membrane è 
sempre mediato da trasportatori specifici. La fun- 
zione di fosfati e polifosfati organici (acidi deossi- 
ribo- e ribonucleici), di nucleotidi polifosforilati, di 
esteri fosforici di saccaridi, glicerolo e di lipidi fo- 
sforilati è ben nota. Nel sangue e nelle urine il siste- 
ma “fosfati inorganici” gioca un ruolo importante 
nella regolazione del pH dell’organismo e dell’e- 
quilibrio idroelettrolitico. 

L’apporto giornaliero raccomandato di fosfato è 
tra 1 e 1,2 g. Non si ha in genere carenza alimenta- 
re di fosforo in quanto è presente in maniera abbon- 
dante nella dieta, in particolare nel latte e nei latti- 
cini, nel tuorlo d’uovo, nei semi di cereali e di legu- 
minose, ma anche nelle carni e nei vegetali freschi 
dove è presente sotto forma di fosfato organico. 
Nell’intestino viene liberato come fosfato e come 
tale assorbito (prevalentemente nell’ileo) mediante 
un processo attivo, facilitato dalla presenza di 
1,25(0H),-calciferolo ed inibito da alcuni compo- 
nenti della dieta (ad esempio 1 fitati). 

L’escrezione renale è un punto importante nel- 


Classi di nutrienti ® 719 


l’omeostasi del fosfato; essa è controllata dal para- 
tormone, che diminuisce il riassorbimento tubulare 
e aumenta la fosfaturia, e dagli ormoni tiroidel e 
della crescita che, invece, aumentano il riassorbi- 
mento tubulare. La quantità di fosfati eliminata 
giornalmente con le urine è intorno ai 900 mg/die, 
ma può abbassarsi in condizioni di ipofosfatemia 
(deplezione di fosforo si può avere in seguito ad uso 
di antiacidi) o elevarsi a seguito di un eccedente ap- 
porto alimentare. Il punto di controllo è costituito 
dal co-trasportatore sodio-dipendente Na-P; di Tipo 
II (Npt2) presente sulla membrana apicale, in parti- 
colare del tubulo prossimale, che insieme ad una 
pompa Na/K, è responsabile del riassorbimento at- 
tivo del fosfato. 


Magnesio (Mg). Il contenuto di magnesio nel- 
l’organismo umano è di 0,5 g/kg, di cui il 50-60% è 
localizzato nelle ossa in forma di fosfato; il rima- 
nente si trova nei tessuti molli mentre soltanto 1 1% 
ha sede extracellulare. La concentrazione intracel- 
lulare è di 5-20 mM a seconda della minore o mag- 
giore attività metabolica della cellula. Nell’uomo 
adulto la concentrazione sierica è di 20 mg/L. 

Il magnesio si trova sotto forma di catione diva- 
lente Mg?* ed il ruolo primario è di formare com- 
plessi con anioni ad alta carica, quali polifosfati ed 
acidi nucleici. L’ATP stesso viene spesso utilizzato 
in forma di complessi con gli ioni Mg?* e pertanto 
è richiesto per l’attività di numerosi enzimi (china- 
si, pompe ATP-dipendenti, DNA ed RNA polimera- 
si, adenilato ciclasi); da ciò l’importanza in tutti 1 
processi fisiologici dipendenti dall’ATP. 

Il fabbisogno raccomandato di Mg per un uomo 
di 70 kg di peso corporeo è intorno ai 300 mg/die. 
Il magnesio è diffuso negli alimenti sia vegetali che 
animali, con contenuti tra 0,2 a 0,3 g di Mg per kg, 
oltreché presente nell’acqua potabile. Pertanto una 
normale dieta può assicurare un completo apporto 
di Mg. L’assorbimento del Mg nell’intestino varia 
dipendentemente dal suo contenuto nella dieta; per 
le diete povere in Mg la percentuale di assorbimen- 
to è elevata, per le diete ricche l’assorbimento di 
Mg è scarso. Il magnesio è pressoché ubiquitario 
negli alimenti: è abbondante nei vegetali verdi (il 
Mg fa parte dell’anello pirrolico della clorofilla), 
nel grano integrale (è scarso negli alimenti raffina- 
ti), nella frutta secca, nelle banane; buone fonti so- 
no anche la carne ed il latte. Il rene è l’organo pri- 
mario di regolazione dell’omeostasi del magnesio; 
il rene provvede ad eliminare il magnesio in ecces- 
so, mentre lo riassorbe con elevata efficienza in ca- 
so di carenza. 

In condizioni fisiologiche la deficienza di Mg è 
conseguente ad un’eccessiva sudorazione. La sinto 
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matologia da deficienza si manifesta a livello dei 
muscoli con dolori, spasmi e tetania. Recentemente 
si è sottolineata la funzione antiipertensiva del ma- 
gnesio, attribuita alla sua proprietà calcio-antagoni- 
sta. Si è anche prospettato che una deficienza di ma- 
gnesio possa predisporre a varie forme di cardio- 
miopatie e che un’abbondante somministrazione di 
magnesio possa prevenire la formazione di calcoli 
di ossalato di calcio. 


Ferro (Fe). Il ferro è un metallo di transizione 
presente in due forme redox principali: la forma fer- 
rosa (Fe°*) e la forma ferrica (Fe?*). Negli organi- 
smi viventi funziona da catalizzatore di reazioni re- 
dox ed è il sito funzionale di proteine coinvolte nel 
trasporto e nel metabolismo dell’ossigeno; pertan- 
to è al centro del metabolismo energetico. Tuttavia, 
se non opportunamente controllate, le reazioni re- 
dox possono causare danni per la formazione di de- 
rivati reattivi dell’ossigeno (ROS) conseguenti alla 
reazione di Fenton: 


Fe'? + O, > Fe'3 + 0,° (anione superossido) 
20,° > 0,+H,0, (acqua ossigenata) 
Fe? "5 H;0, ii Fe*3 + OH + OH: 

(radicale idrossilico, specie fortemente ossidante) 


Il potenziale ossidativo è tenuto sotto stretto 
controllo tramite il costante legame del Fe a speci- 
fiche proteine. 

Il contenuto in ferro dell’uomo adulto è di circa 
SO mg/kg e della donna 40 mg/kg. Di questa quan- 
tità circa i 2/3 sono utilizzati per le varie funzioni 
metaboliche (1’85% si trova nell’emoglobina) ed 
1/3 è impegnato come riserva e trasporto. In base 
alla chimica di coordinazione, il ferro è presente in 
due tipi di composti: eme e non eme. Le emoprotei- 
ne sono rappresentate fondamentalmente da emo- 
globina, mioglobina e citocromi e contengono i 3/4 
del ferro totale. Il ferro non eme (1/4 del ferro tota- 
le) è rappresentato dai complessi “Fe-S” delle pro- 
teine della catena respiratoria coinvolte nel trasferi- 
mento di elettroni, dagli enzimi “a ferro” fra cui l’a- 
conitasi, la succinato deidrogenasi, la lipossigenasi, 
la fenilalanina idrossilasi, la ribonucleotide redutta- 
si (enzima responsabile della sintesi del desossiri- 
bosio, e quindi del DNA, che rende il ferro necessa- 
rio per la crescita e la riproduzione cellulare), e dal- 
le proteine di trasporto e deposito (transferrina, fer- 
ritina, emosiderina). 

La ferritina è la proteina mediante la quale il fer- 
ro si deposita nei tessuti. È costituita da 24 subuni- 
tà di tipo L (light) ed H (heavy) che formano un gu- 
scio intorno ad un complesso di ossido e fosfato fer- 
rico, contenente fino a 4.500 atomi di Fe. Il ferro 


entra nella ferritina in forma ferrosa e viene ossida- 
to dall’attività ferrossidasica della subunità H; la 
subunità L facilita la nucleazione. Un’altra proteina 
di deposito del ferro (ma in misura considerevol- 
mente minore) è l’emosiderina, presente nei lisoso- 
mi e considerata un prodotto di parziale degradazio- 
ne della ferritina. Il contenuto di questa proteina au- 
menta considerevolmente in seguito all’introduzio- 
ne di elevate quantità di ferro. 

La transferrina (Tf) è la proteina che trasporta il 
ferro da organo ad organo. Ha due siti di legame per 
il Fe'5, ma è satura per il 30% allo scopo di preve- 
nire un accumulo tossico di Fe libero. Il grado di sa- 
turazione della transferrina (livello Fe sierico/livel- 
lo Tf) è uno dei parametri di laboratorio utilizzato 
come indice di stato per il ferro, in quanto aumenta 
in presenza di sovraccarico e diminuisce in presen- 
za di carenza o anemia. La transferrina rilascia il 
ferro alla cellula dopo essersi legata ad uno specifi- 
co recettore per la transferrina (Tf-R). Il rilascio di 
ferro è conseguente all’endocitosi del complesso 
Tf- Tf-R; quindi apoTf e Tf-R ritornano sulla super- 
ficie cellulare per un ulteriore ciclo. Il numero di 
questi recettori è regolato in stretta coordinazione 
con il contenuto in ferritina. Quando la cellula ri- 
chiede più ferro il numero dei recettori della trasfer- 
rina aumenta e nello stesso tempo diminuisce la sin- 
tesi della ferritina; il contrario accade in presenza di 
alti livelli intracellulari di ferro. Questo meccani- 
smo di coordinamento è controllato dagli mRNA 
che codificano le proteine recettoriali e la ferritina. 

Si è già sottolineato che l’organismo deve assi- 
curare un adeguato introito di ferro ma deve preve- 
nire un suo eccesso tossico. Il metabolismo del fer- 
ro avviene in un ciclo chiuso nel quale il ferro vie- 
ne riciclato ed utilizzato con la massima efficienza 
e parsimonia. Sedi di accumulo del ferro sono prin- 
cipalmente i macrofagi del sistema reticolo endote- 
liale (deputati al catabolismo degli eritrociti sene- 
scenti) e le cellule parenchimatose del fegato, men- 
tre il midollo osseo è il principale utilizzatore. 
L’esportazione del ferro dai tessuti periferici (nello 
stato redox Fe'?) avviene tramite il trasportatore 
ferroportina, mentre la ceruloplasmina, proteina a 
rame plasmatica ad attività ferrossidasica, permette 
il legame sotto forma di Fe?* alla transferrina. 

Minimi sono l’assorbimento ed eliminazione di 
questo elemento. In genere soltanto il 10% del fer- 
ro introdotto con la dieta viene assorbito; tuttavia 
nella deficienza di ferro, o in altre situazioni quali 
ipossia, emolisi, emorragia, questa percentuale può 
salire anche notevolmente. L’assorbimento è il pun- 
to di controllo primario dell’omeostasi del ferro. 
L’eme viene assorbito dagli enterociti dove, con un 
meccanismo analogo a quello epatico, si libera fer- 


ro e biliverdina. La captazione del ferro non eme è 
mediata dal trasportatore di metalli divalenti 
(DMTI) situato sulla membrana apicale dell’entero- 
cita. Soltanto il ferro ferroso (Fe?*) viene assorbito, 
quindi il ferro ferrico (Fe?*) deve essere preliminar- 
mente ridotto; ciò è favorito dal pH acido dello sto- 
maco e dalla presenza di riducenti nella dieta (ad 
esempio la vitamina C). L’esporto di ferro dall’en- 
terocita avviene tramite il trasportatore ferroportina 
e l’enzima transmembrana rame-dipendente ad atti- 
vità ferrossidasica, efestina, ed il successivo legame 
del Fe3* alla trasferrina plasmatica. Tutte le protei- 
ne coinvolte nella captazione sono sotto un rigoro- 
so controllo e la loro sintesi aumenta in presenza di 
carenza di ferro o di aumentate richieste con un 
meccanismo controllato a livello trasduzionale, 
analogo a quello usato per regolare i livelli di ferri- 
tina e TfR. Se, invece, ci sono scorte sufficienti, la 
loro sintesi viene inibita ed il ferro è accumulato 
sotto forma di ferritina e, quindi, eliminato con l’e- 
sfoliazione dell’enterocita. Per lungo tempo è rima- 
sto aperto l’interrogativo sul meccanismo con cui le 
informazioni sullo stato dell’organismo (riserve di 
ferro, eritropoiesi) venivano trasmesse all’enteroci- 
ta. Nel 2000 è stato isolato un peptide sintetizzato 
dal fegato, l’epcidina, che funziona da regolatore 
negativo del rilascio di ferro dall’enterocita: il mec- 
canismo proposto implica il legame dell’epcidina 
alla ferroportina con fosforilazione ed internalizza- 
zione del trasportatore; il conseguente accumulo di 
ferro nell’enterocita blocca la sintesi dei trasporta- 
tori e l’assorbimento del metallo. 

La quantità di assunzione di ferro raccomandata 
è di 10 mgal giorno per l’uomo adulto, di 18 per la 
donna mestruata, di 30 per quella gravida e di 18 
per la nutrice. Nell’adolescenza il fabbisogno è di 
12 mg al giorno, proporzionalmente maggiore che 
nell’adulto. Le migliori sorgenti alimentari di ferro 
sono le carni, i legumi ed i cereali. Il ferro-eme vie- 
ne assorbito più facilmente del ferro non eme. 
Inoltre l’assorbimento del Fe non eme è influenza- 
to da altri componenti della dieta: è inibito dalla 
presenza di fitati (presenti nel grano integrale, no- 
ci, legumi), polifenoli (caffe, thé, vino rosso), fibra 
e dall’eccesso nella dieta di altri ioni bivalenti 
(Zn°*, Cu?*, Mn?*, Ca?*) ed è stimolato dalla vita- 
mina C e dagli amminoacidi. Nella dieta vegetaria- 
na i fattori inibenti prevalgono su fattori stimolanti. 
Il latte è un alimento povero di ferro; il latte umano 
ne contiene 0,5 mg/L nel primo mese e tale conte- 
nuto decresce a 0,3-0,2 mg/L durante il quarto ed il 
quinto mese di allattamento. Il latte vaccino contie- 
ne 0,5-1,0 mg di ferro/L, che viene assorbito dal- 
l’intestino in misura molto inferiore rispetto a quel- 
lo contenuto nel latte materno. Il bambino nato a 
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termine integra lo scarso apporto alimentare con le 
scorte accumulate, sufficienti per i primi 6 mesi di 
vita: tali scorte sono carenti nel bambino pre-termi- 
ne o sottopeso. 

Un apporto carente di ferro alimentare porta a 
deplezione dello scorte e, a più lungo termine, a 
bassi livelli di emoglobina e ad anemia. L’eccesso 
di ferro porta a sovraccarico con i depositi di ferro 
abnormemente elevati, specie nel fegato. Tranne ec- 
cezioni, non dipende dalla dieta, ma è una conse- 
guenza di ripetute trasfusioni di sangue o di malat- 
tie genetiche, denominate emocromatosi, che porta- 
no ad un abnorme assorbimento intestinale del fer- 
ro. La sintomatologia si manifesta con astenia, per- 
dita di peso, ingrossamento del fegato seguito da 
cirrosi epatica. La diagnosi si basa su test biochimi- 
ci quali i livelli di saturazione della transferrina e di 
ferritina ematica e su test genetici. Si ritiene che il 
danno da deposito di ferro non sia meramente mec- 
canico, ma dovuto all’azione deleteria dei radicali 
liberi dell’ossigeno. 


Rame (Cu). Il rame è un metallo di transizione 
che può esistere nei due stati redox Cu!* e Cu?* e 
può pertanto funzionare da centro catalitico in rea- 
zioni ossido-riduttive. Però le proprietà redox lo 
rendono anche potenzialmente tossico potendo ge- 
nerare radicali dell’ossigeno; pertanto la sua reatti- 
vità è strettamente controllata dal legame con pro- 
teine specifiche. 

Il contenuto di rame nel corpo umano adulto è 
stimato nell’ambito di 70-120 mg, con maggior 
concentrazione nel fegato e nel cervello. Il rame 
contenuto nella dieta è assorbito nello stomaco e 
nell’intestino tenue. Due potenziali trasportatori del 
rame sono stati identificati sulla membrana dell’en- 
terocita: (1) DC7-1 o trasportatore di metalli diva- 
lenti, usato anche per l’importo del ferro e di altri 
metalli sul versante apicale e (2) Ctr-/ presente sul- 
la membrana baso-laterale. Una volta entrato nella 
cellula il rame viene legato da proteine chaperon tra 
cui una ATPasi (ATP7A), localizzata nella membra- 
na del Golgi, che ne permette l’esporto dall’entero- 
cita. Mutazioni dell’ ATP7A portano a ridotto assor- 
bimento sistemico e conseguente deficienza di ra- 
me, causando il morbo di Menkes, caratterizzato da 
patologia del sistema nervoso ad esito fatale entro 1 
primi anni di vita. L’assorbimento intestinale è an- 
che controllato dalla meta/lotioneina, proteina cito- 
solica legante, oltre al rame, lo zinco ed anche me- 
talli tossici, quali cadmio (Cd°*) e mercurio (Hg**); 
la metallotioneina, sintetizzata in risposta ad alti li- 
velli di metalli, funziona da agente bloccante limi- 
tando così l’assorbimento. Una volta entrato nel 
sangue il rame si lega all’albumina ed è quindi cap- 
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tato dal fegato; il fegato ne regola anche l’escrezio- 
ne, tramite la bile, in base all’introito ed alla riserva 
epatica sotto forma di metallotioneina. Mutazioni 
del gene per l’isoforma epatica dell’ATPasi di 
esporto (ATP7B), provoca un accumulo di rame nel 
fegato tipico del morbo di Wilson, epatopatia molto 
grave caratterizzata da un’alterata escrezione bilia- 
re di rame. 

Gli alimenti più ricchi in rame sono fegato, cro- 
stacei, cacao, noci, legumi, cereali integrali, avoca- 
do, birra, seguiti da carne e pesce. La carenza in ra- 
me non è legata all’alimentazione, data l’alta diffu- 
sione e biodisponibilità; a differenza di ferro e zin- 
co, l'assunzione di rame è assicurata anche con una 
dieta vegetariana. In media si assumono giornal- 
mente 2 mg di rame (LARN raccomandano 1,2 
mg/die). Carenza ed eccesso dipendono dalle cause 
genetiche sopra menzionate. La carenza può essere 
secondaria, legata a malassorbimento, come nel 
morbo celiaco, o ad eccessiva introduzione di altri 
metalli divalenti (calcio, ferro, zinco) che competo- 
no per l’assorbimento (a tal fine zinco e molibdeno 
sono usati per il trattamento del morbo di Wilson). 

Nei mammiferi il rame è il cofattore di una doz- 
zina di enzimi coinvolti in processi fondamentali, 
quali la produzione di energia, l’utilizzo del ferro, la 
maturazione della matrice extracellulare, la sintesi 
di neurotrasmettitori. Alterazioni nel metabolismo 
del rame portano a cardiomiopatia, alterazione della 
crescita, difetti neurologici, anemia, diminuite dife- 
se antiossidanti. La ceruloplasmina è una glicopro- 
teina plasmatica che lega il 90-95% del rame serico, 
il quale viene incorporato durante la sintesi epatica 
di questa proteina. La ceruloplasmina ha attività fer- 
rossidasica (Fe?* + Fe?*), necessaria per il legame 
del ferro alla transferrina. La sintesi della cerulopla- 
smina è alterata nel Morbo di Wilson e nel Morbo di 
Menkes; inoltre soggetti con ceruloplasmina mutata 
(aceruloplasminemia) non hanno alterazioni del me- 
tabolismo del rame, ma presentano un alterato meta- 
bolismo del ferro. L’efestina è anch’essa una ferros- 
sidasi, con il 50% di omologia con la ceruloplasmi- 
na; è localizzata sulla membrana basolaterale del- 
l’enterocita dove permette l’efflusso del ferro ali- 
mentare ed il suo legame alla trasferrina. La citocro- 
mo c ossidasi contiene tre atomi di rame oltre a due 
gruppi Fe-eme, necessari per la riduzione dell’ossi- 
geno molecolare ad acqua. La dopamina-B-monoos- 
sigenasi richiede rame ed ascorbato per convertire la 
dopamina in noradrenalina. Anche la peptidilglicina 
monoossigenasi richiede rame ed ascorbato per la 
sintesi della forma funzionale di peptidi bioattivi 
quali TRH, CRH, colecistochinina, vasopressina 
(vedi vitamina C, Capitolo “Vitamine e coenzimi ai * 
La forma citosolica della superossido dismutasi 


(SODI) e quella extracellulare (SOD3) sono enzimi 
a rame coinvolti nella difesa antiossidante. Le am- 
minoossidasi sono un gruppo di enzimi a rame, pre- 
senti sia a livello cellulare che plasmatico, che cata- 
lizzano la deaminazione ossidativa di ammine con 
formazione dell’aldeide corrispondente. La /isi/ossi- 
dasi è anch’essa un’amminoossidasi, necessaria per 
la deaminazione ossidativa di specifici residui di 
gruppi e-amminici di lisina ed idrossilisina. Questa 
reazione inizia la formazione di legami crociati che 
stabilizzano l’elastina ed il collagene; pertanto la ca- 
renza di rame porta ad anomalia dell’osso, delle pa- 
reti vascolari, della pelle. La firosinasi catalizza l’i- 
drossilazione della tirosina a 3,4-diidrossifenilalani- 
na (DOPA), punto di partenza della sintesi della me- 
lanina (la mutazione di questa enzima è causa del- 
l’albinismo): la carenza di rame porta ad ipopigmen- 
tazione di capelli e cute. 


Zinco (Zn). L'organismo umano contiene fra 2 e 
3 g di zinco di cui la maggior parte si trova nel mu- 
scolo scheletrico (60%) e nell’osso; la localizzazio- 
ne è per il 95% intracellulare. Lo zinco, a differen- 
za di ferro e rame, ha un solo stato di ossidazione 
stabile, Zn°*, e quindi non partecipa direttamente a 
reazioni di ossido-riduzione e non innesca la forma- 
zione di specie radicaliche potenzialmente dannose. 

Lo zinco svolge differenti funzioni: catalitica, 
strutturale, regolatoria. Sono noti più di 200 enzimi 
contenenti zinco, fra cui RNA- e DNA-polimerasi, 
alcool deidrogenasi, carbonico anidrasi, fosfatasi 
alcalina, collagenasi, proteasi. Lo zinco ha un ruolo 
strutturale nella stabilizzazione dei domini a “dita 
di zinco” (zinc finger) dove lo Zn?* è coordinato a 2 
S (Cys) e 2 N (His); ciò consente a piccoli tratti del- 
la catena polipetidica di fattori trascrizionali di ri- 
piegarsi in forma di unità stabili capaci di interagi- 
re con siti specifici sul DNA, regolando la trascri- 
zione (tipici esempi sono i recettori per ormoni ste- 
roidei, acido retinoico, calcitriolo); motivi struttura- 
li a “dita di Zn” sono anche presenti in proteine im- 
plicate nella traduzione del segnale e nell’adesione 
cellulare. Lo zinco ha una funzione antiossidante, 
come componente della superossido dismutasi cito- 
solica (Cu/Zn-SOD), e come fattore di regolazione 
della sintesi della metallotioneina. Questa è una 
proteina citosolica di piccole dimensioni (- 6 kDa), 
che lega zinco, rame ed anche metalli pesanti (es. 
cadmio); la metallotioneina lega i metalli in corri- 
spondenza dei numerosi residui di cisteina (da cui il 
nome), inibendo la formazione di radicali dell’ossi- 
geno. Lo zinco infine agisce da regolatore del ciclo 
cellulare e ciò spiega perché i primi bersagli della 
carenza di zinco sono le cellule del sistema immu- 
nitario e le cellule epiteliali. 


L’assorbimento dello zinco avviene nell’intesti- 
no tenue, in particolare nel duodeno e nel digiuno. 
L’assorbimento è il punto di controllo dell’omeo- 
stasi ed è limitato, come nel caso del rame, dalla 
metallotioneina che, rapidamente indotta in risposta 
ad alti livelli di zinco, ne aumenta la ritenzione nel- 
l’enterocita; il metallo intrappolato sarà quindi eli- 
minato con la desquamazione dell’enterocita. 
L'eliminazione intestinale è la via principale; ma 
esiste anche una via renale, legata al metabolismo 
muscolare: aumenta in presenza di catabolismo mu- 
scolare, digiuno, intensa attività fisica, temperatura 
elevata. In circolo lo zinco si lega debolmente al- 
l’albumina e più saldamente alla o macroglobuli- 
na; normalmente, i valori plasmatici sono mantenu- 
ti nell’ambito 12-18 umoli/L. 

Le principali fonti alimentari di zinco sono le 
carni, le uova, il latte, il pesce, i frutti di mare, 1 ce- 
reali e le leguminose. La dose giornaliera di assun- 
zione di zinco è di 10 mg per i maschi e 7 mg per le 
femmine (LARN 1996). Una deficienza di zinco, 
dovuta generalmente a difetto di assorbimento inte- 
stinale più che a mancanza nella dieta, si manifesta 
nella giovane età con ritardo dell’accrescimento e 
della maturazione sessuale, compromissione del si- 
stema immunitario, dermatite, alterata cicatrizza- 
zione, ipogeusia, cioè diminuita sensibilità gustati- 
va (conseguente ad una diminuita attività dell’ani- 
drasi carbonica salivare). Nell’adulto una carenza 
di zinco si può verificare nell’alcoolismo, nella cir- 
rosi epatica e nelle malattie renali. 


Iodio (1). La funzione dello iodio deriva dall’es- 
sere un componente essenziale degli ormoni tiroidei 
(T; o triiodotironina e Ty o tiroxina), importanti re- 
golatori del metabolismo basale, nonché dell’accre- 
scimento di quasi tutti gli organi. L’80-90% dello 
iodio presente nell’organismo viene depositato nel- 
la tiroide, che ha la capacità di concentrare lo iodio 
da 20 a 40 volte rispetto al contenuto plasmatico. 
Quest'ultimo oscilla, a seconda dell’apporto con gli 
alimenti, fra 0,4 e 5 ug/L. Lo iodio della dieta vie- 
ne convertito in ioduro (I°) nel tratto intestinale e 
come tale assorbito e captato dalla tiroide. 

Il contenuto di iodio negli alimenti è strettamen- 
te dipendente dalle caratteristiche del suolo e dal ti- 
po di manipolazione che subiscono gli alimenti 
stessi; i diversi tipi di cottura, infatti, provocano una 
perdita di iodio dovuta all’evaporazione della mole- 
cola di iodio elementare (I, è un gas volatile). 
Alimenti ricchi di iodio sono i pesci di mare, i mol- 
luschi ed i crostacei; una fonte supplementare è rap- 
presentata dal sale iodato che contiene circa 30 mg 
di iodio per kg di sale da cucina. Anche alcune ac- 
que possono contenere iodio in quantità apprezzabi- 
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li. La dose raccomandata di assunzione di iodio 
giornaliera è di 150 ug per gli adulti. 

Una deficienza di iodio ha importanti conse- 
suenze per lo sviluppo embrionale e l’accrescimen- 
to post-natale. Il feto è molto sensibile alla carenza 
di iodio; una severa deficienza di questo elemento 
aumenta la percentuale di aborti spontanei, nonché 
la mortalità perinatale ed infantile. Bambini nati da 
madri deficienti di iodio possono sviluppare il cre- 
tinismo consistente in ritardo dell’accrescimento, 
ispessimento della pelle e della lingua, ipoderma e 
ritardo mentale. Nell’adulto l’ipotiroidismo produ- 
ce mixedema caratterizzato da letargia, bassa tem- 
peratura corporea e bradicardia; l’aspetto più evi- 
dente è la comparsa del gozzo, indicativo di un’iper- 
trofia della tiroide. 


Manganese (Mn) Il manganese svolge un im- 
portante ruolo in numerosi processi biologici come 
cofattore o attivatore di enzimi; come attivatore può 
essere sostituito, con minore efficacia, dal magne- 
sio. Il manganese è coinvolto nel metabolismo di 
carboidrati, amminoacidi, colesterolo; è attivatore 
della farnesilpirofosfato sintetasi, glutammina sin- 
tetasi, fosfoenolpiruvato carbossichinasi ed è cofat- 
tore dei metallo-enzimi piruvato carbossilasi ed ar- 
ginasi. La manganese superossido dismutasi (Mn- 
SOD) è il principale enzima antiossidante presente 
nei mitocondri. Il manganese è anche importante 
per lo sviluppo osseo, in quanto è uno specifico at- 
tivatore delle glicosiltransferasi, enzimi coinvolti 
nella biosintesi dei glicoconiugati. Nelle piante il 
complesso enzimatico della fotosintesi utilizza il 
manganese per estrarre elettroni dall'acqua con rila- 
scio di O;. L'organismo umano contiene 20 mg cir- 
ca di manganese, concentrato soprattutto nelle ossa. 
Fonti alimentari ricche in manganese sono i cereali 
non raffinati, la frutta secca, i vegetali in foglia, il 
tè. Viene assorbito a livello dell’intestino tenue. 
L’assorbimento è ridotto dalla presenza di calcio 0 
ferro; il manganese ed il ferro potrebbero avere co- 
muni sistemi di trasporto ed assorbimento. In ani- 
mali alimentati in carenza di manganese sono state 
riscontrate anomalie scheletriche, compromissione 
della crescita, alterazioni del metabolismo dei car- 
boidrati e dei grassi con una ridotta tolleranza al 
glucosio e ridotta secrezione di insulina. L'apporto 
suggerito di manganese si pone fra 1 e 10 mg/die 
(LARN 1996). 


Cromo (Cr). L'importanza biologica del cromo 
è stata riconosciuta quando si è scoperto che la sua 
deficienza è associata ad una diminuita tolleranza al 
glucosio; alla carenza di cromo si attribuiscono al- 
cuni casi di diabete di tipo II. L’identificazione del 
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Cr°* quale nutriente essenziale risale al 1957 con la 
scoperta di un “attore della tolleranza al glucosio” 
presente nel lievito di birra; successivamente, fu 
identificato nei tessuti di numerose specie un oligo- 
peptide legante cromo a cui fu attribuito il nome di 
cromodulina. Questo peptide potenzia l’azione del- 
l’insulina probabilmente stimolando l’attività tiro- 
sinchinasica del recettore e quindi ampliando il se- 
gnale. L’assorbimento intestinale del Crì* è basso 
(0,5-2% della quota assunta con gli alimenti) ed è fa- 
vorito (vitamina C, amminoacidi) o inibito (fitati) da 
altri nutrienti. Una volta assorbito viene trasportato 
nel sangue legato alla transferrina. Buone fonti ali- 
mentari di cromo sono le carni, i cereali integrali, i 
legumi, le nocciole ed il tuorlo d’uovo. È raccoman- 
data un’assunzione di 30-35 microg/die. Il comples- 
so Cr°*-picolinato (un derivato del triptofano) viene 
usato nella supplementazione sportiva, con la moti- 
vazione di favorire la captazione muscolare del glu- 
cosio (effetto energetico) e degli amminoacidi (ef- 
fetto anabolizzante). Va suggerita cautela in quanto 
il cromo, a dosi soprafisiologiche, è potenzialmente 
tossico; tra l’altro può andare incontro a reazioni re- 
dox e generare specie reattive dell’ossigeno. 


Selenio (Se). Il selenio è presente nell’organi- 
smo nelle se/enoproteine che contengono il selenio 
nella forma funzionale della se/enocisteina (vedi 
formula) in cui l’atomo di zolfo è sostituito da un 
atomo di selenio. 


SS 
*HgN du o = 
CHoSeH 


La selenocisteina (Sec) viene sintetizzata ed in- 
corporata durante la traduzione e viene pertanto 
considerata il 21° amminoacido richiesto per la sin- 
tesi proteica. La sintesi avviene a carico di una se- 
rina esterificata con un particolare tRNA (Ser- 
tRNA°°); il selenio fosfato (HSePO,*) è il compo- 
sto usato per la trasformazione in Sec-tRNA"©, Il 
Sec-tRNA5°° riconosce il codone UGA, che 
nell’mRNA ha solitamente funzione di segnale di 
termine. La distinzione tra UGA/Sec ed UGA/co- 
done di stop è dovuta alla presenza - a valle del co- 
done UGA nella regione 3’ non tradotta - di una 
specifica struttura secondaria a forcina denominata 
SECIS (Seleno Cysteine Insertion Sequence); per- 
tanto la presenza della sequenza UGA e dell’ele- 
mento SECIS sono le due condizioni necessarie per 
la sintesi. La selenocisteina liberata dalla degrada- 
zione proteica non viene re-incorparata nelle protei- 


ne ma è degradata ed il selenio, liberato sotto forma 
di selenuro (SeH”), viene riconvertito in selenio fo- 
sfato. 

In genere le selenoproteine sono implicate in 
reazioni redox, dove la Sec funziona da centro cata- 
litico; ad oggi sono state identificate circa 25 sele- 
nio proteine tra cui (1) la glutatione perossidasi im- 
plicata nella rimozione dei perossidi e (2) la iodoti- 
ronina 5'-deiodinasi responsabile della formazione 
della tritodotironina dalla tetraiodotironina. Da qui 
l’effetto antiossidante del selenio, il ruolo regolato- 
rio nella biosintesi dell’acido arachidonico e dei 
prostanoidi e quindi la protezione nei riguardi delle 
malattie cardiovascolari, e l’azione stimolatoria 
nella formazione dell’ormone tiroideo attivo. Il po- 
tenziamento dell’azione antiperossidativa della vi- 
tamina E da parte del selenio è spiegabile dalla cir- 
costanza che questa vitamina esplica la sua azione a 
livello delle membrane, mentre il selenio, tramite la 
glutatione perossidasi, agisce nel citosol e nella ma- 
trice mitocondriale. 

La quantità di selenio presente negli alimenti di- 
pende dalla quantità di selenio presente nel suolo; il 
selenio viene accumulato e metabolizzato dalla 
piante in maniera indistinguibile dallo zolfo (le 
piante superiori e i funghi non sembrano sintetizza- 
re Se-proteine essenziali: un enzima vegetale con 
identica funzione, quale la glutatione perossidasi, 
contiene cisteina al posto della Sec). Gli animali e 
l’uomo assumono quindi selenio presente nei vege- 
tali sia sotto forma di sale inorganico che come Se 
organico incorporato nella Se-metionina e nella Sec 
(da notare che la Se-metionina non è una forma fun- 
zionale ed anche gli animali non la distinguono dal- 
la metionina). Pertanto il contenuto in selenio può 
variare notevolmente. In genere gli alimenti più ric- 
chi in selenio sono fegato, carne, pesce, cereali. 

L’assorbimento intestinale è molto efficiente, 
qualunque sia la sua forma di assunzione, anche del 
90-100% nel caso della selenocisteina e selenome- 
tionina. L’eliminazione avviene per via urinaria sot- 
to forma di derivati metilati. Una deficienza di sele- 
nio, che si può verificare in pazienti sottoposti a nu- 
trizione parenterale, si manifesta con dolori musco- 
lari e può essere rapidamente eliminata mediante 
somministrazione di selenio in forma di selenome- 
tionina. 

In campo umano sono note due sindromi dovute 
a deficienza di selenio: la malattia di Keshan, de- 
scritta in Cina e la malattia di Kashin-Beck osserva- 
ta in alcune regioni della Cina e della Russia. La 
malattia di Keshan è una cardiopatia endemica che 
colpisce soprattutto bambini e donne in età fertile e 
che porta a scompenso miocardico. Sembrerebbe 
che la carenza di selenio, dovuta alla scarso conte- 





nuto di questo minerale nel suolo e nell’acqua, ac- 
cresca la virulenza di un virus Coxsackie, che è il 
vero agente patogeno. La malattia di Kashin-Beck è 
un’osteoartropatia endemica che colpisce soprattut- 
to i bambini, con degenerazione fino alla necrosi 
della cartilagine ialina e deformità delle articolazio- 
ni. Una strategia adottata per combattere tali malat- 
tie è l'arricchimento del suolo in selenio. Il fabbiso- 
ono non è facile da stabilire; viene raccomandata 
un’assunzione giornaliera di selenio di 55 ug (RDA 
2000). 


Fluoro (F). Il contenuto di fluoro nei mammife- 
ri è molto variabile e dipende dalla quantità presen- 
te nella dieta e nell’acqua. Il fluoro si accumula nel- 
le ossa e nei denti scambiandosi con gli ioni ossidri- 
lici dell’idrossiapatite. Questo scambio è reversibi- 
le per cui gli ioni F- incorporati nelle ossa vengono 
rilasciati ed escreti con le urine. Nell’uomo il con- 
tenuto di fluoro nelle ossa varia da 0,3 a 7,0 mg/g di 
tessuto secco, con tendenza all’aumento con l’età. Il 
fluoro, che arriva all’organismo attraverso l’acqua e 
oli alimenti, viene assorbito rapidamente ed effica- 
cemente (oltre il 90%). L’assorbimento è facilitato 
dai lipidi e ridotto dal calcio e dal sodio. Il fluoro 
promuove la neoformazione dell’osso stimolando 
gli osteoblasti, serve per la conversione del calcio- 
fosfato in apatite e promuove la cristallizzazione 
dell’apatite stessa. Previene la carie dentaria eserci- 
tando un’azione di rinforzo sullo smalto con conse- 
guente protezione dei denti dall’attacco di batteri e 
acidi. L'azione del fluoro nella prevenzione della 
carie è stata accertata quando si riconobbe che la 
frequenza di questa malattia dentaria è inferiore 
nelle regioni nelle quali l’acqua potabile è ricca di 
fluoruri (F). L'acqua è spesso ricca di fluoro: in 
molte zone d’Italia (paesi nella provincia di Roma, 
Messina, Palermo, Cagliari e Oristano) il contenuto 
di fluoro nelle acque può raggiungere valori dai 2 ai 
4 mg/L (contro una media nelle acque italiane di 0,2 
mg/L). Altre fonti alimentari di fluoro sono il thè 
(foglie), il pollame, le uova, i pesci ed i frutti di ma- 
re. È raccomandata un’assunzione giornaliera di 
1,5-4,0 mg. Un eccesso cronico di assunzione di 
fluoro — ad esempio in alcune regioni dell’India e 
della Cina nelle quali l’acqua è estremamente ricca 
di fluoro — produce osteofluorosi che consiste in 
osteomalacia con ampie zone di decalcificazione al- 
ternate ad altre zone di ricalcificazione. Si ha anche 
calcificazione eterologa specie nei tendini. 


Molibdeno (Mo). Il molibdeno è presente in si- 
stemi enzimatici ad attività ossido-reduttasica, qua- 
li l’aldeide-ossidasi, la xantina deidrogenasi/ossida- 
si e la solfito ossidasi, ed è implicato in processi di 
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detossificazione dove gruppi aldeidici sono ossida- 
ti ad acidi, nell’uricogenesi e nel metabolismo del- 
lo zolfo. È stato pure osservato una possibile sua 
funzione nella stabilizzazione del recettore per 1 
elucocorticoidi. In tutte queste attività si ritiene che 
il molibdeno intervenga in processi ossidoriduttivi 
transitando dalla forma tetravalente a quella esava- 
lente, in modo reversibile (Mof* - Mo”. Nel san- 
gue e nelle urine il molibdeno è prevalentemente 
presente come molibdato (Mo0,”). Il molibdeno, 
diffuso nel mondo vegetale, è scarso negli alimenti 
animali, con eccezione del fegato. L’assorbimento a 
livello intestinale, facile per i composti del molib- 
deno VI, è inibito da elevate concentrazioni di sol- 
fato. È suggerito un apporto alimentare di molibde- 
no di 50-100 ug/die. 


Cobalto (Co). Il cobalto è parte integrante della 
vitamina B;- (alla quale si rimanda) ed il suo ruolo 
funzionale equivale a quello della vitamina stessa. 
Pertanto per l’uomo, non è previsto un fabbisogno 
di cobalto inorganico. Per i ruminanti, che sono in 
grado di disporre della struttura tetrapirrolica della 
vitamina B;- (a loro fornita dalla flora batterica in- 
testinale), il cobalto inorganico è indispensabile per 
poter ottenere la forma attiva della vitamina. 


Zolfo (5). Il contenuto di zolfo in un organismo 
adulto normopeso è di circa 150 g. Questo elemen- 
to può essere presente in vari stati di ossidazione, da 
-2 (solfuro) a +6 (solfato). Nella forma di solfuro È 
contenuto nei complessi Fe-S della catena respira- 
toria, in quella di disolfuro (-S-S-) nella cistina, in 
quella di -SH nella cisteina e suoi derivati, nell’o- 
mocisteina e metionina (come -S-CH;), nella forma 
di solfito (-SO-OH ) nel cisteinsolfinato e nell’ipo- 
taurina, e nella forma di solfato (-SO;-OH) nella 
taurina, nei glicosaminoglicani solforati, nei solfati- 
di ed in vari prodotti di detossificazione solforica, 
quali gli ormoni steroidei solforati e nel PAPS (3°- 
fosfoadenosil-5’-fosfosolfato, il solfato ‘“attivo”). 
Lo zolfo è pure contenuto in alcune vitamine (bio- 
tina, lipoato, tiamina). 

La sorgente quantitativamente più importante di 
zolfo nell’uomo è la cisteina, seguita dalla metioni- 
na. Il catabolismo della cisteina porta alla produzio- 
ne di parecchi composti importanti, quali taurina, 
zolfo inorganico (solfuro, solfato), PAPS. Il proces- 
so di desulfurazione con produzione di piruvato e 
zolfo ridotto avviene tramite diverse vie, principal- 
mente per azione degli enzimi PLP dipendenti ci- 
stationina B-sintasi e cistationina y-liasi. Il solfuro 
può essere utilizzato per la sintesi dei complessi Fe- 
S; oppure può essere ossidato a tiosolfato, solfito ed 
infine a solfato. Inoltre, 1’ H,S, analogamente 
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all’NO e al CO, è un gas endogeno con un ruolo re- 
golatorio delle funzioni neurologiche ed endotelia- 
li; l'eccesso viene eliminato con l’espirazione. 
L’ossidazione dello zolfo da solfuro a solfato avvie- 
ne attraverso le reazioni: 


2HS° +2 O, —> (SSO;) 2- + H,0 
(SSO3)” + RSH > HS + HSO;- + RSSR 
SO; + 1/20, > SO? (reazione catalizzata 
dalla so/fito ossidasi, enzima a molibdeno) 
SO,” +2ATP-— PAPS 
Accettore-OH + PAPS + 

+ Accettore-OSO;7 + PAP 

(ad opera di so/fotransferasi) 


La PAPS funziona da donatore di solfato per la 
sintesi dei composti sopra citati quali i proteoglica- 
ni che contengono molti residui di zuccheri solfata- 
ti. Carenze genetiche della solfito-ossidasi portano 
a danni neurologici e morte nella prima infanzia a 
causa di concentrazioni tossiche di solfito e ad in- 
sufficiente solfato per la sintesi di solfolipidi. La 
PAPS ha inoltre un ruolo nei processi di escrezione; 
infatti molti composti esogeni ed endogeni sono 
escreti come solfo-esteri (esempi sono i solfo-esteri 
di ormoni steroidei e del farmaco analgesico ed an- 
tipiretico paracetomolo). Il solfato è quindi staccato 
dai composti solforati ad opera di so/fatasi, attivato 
e riciclato metabolicamente, ed infine eliminato con 
le urine. Il solfato inorganico, prodotto dal metabo- 
lismo di metionina e cisteina, è uno dei principali 
responsabili del potenziale acidogeno di una dieta 
ricca in proteine. 

Nel fegato di animali alimentati con una dieta 
ricca di amminoacidi contenti zolfo, la principale 
via catabolica della cisteina consiste nell’ossidazio- 
ne della cistina a cisteinsulfinato tramite l’azione 
della cisteina diossigenasi, enzima regolato dall’as- 
sunzione di proteine e di amminoacidi solforati. Il 
cisteinsulfinato, tramite l’azione della cisteinsulfina- 
to decarbossilasi (PLP dipendente) produce ipotau- 
rina, che viene quindi ossidata a taurina. La taurina 
è usata nel fegato per la coniugazione con gli acidi 
biliari; ha inoltre un ruolo nello sviluppo neurologi- 
co. 
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Lo zolfo eliminato con le urine ammonta, nell’a- 
dulto, a 0,5-1,1 g al giorno. Il fabbisogno giornalie- 
ro di zolfo coincide con quello degli amminoacidi 
solforati e delle vitamine contenenti zolfo. Il solfa- 
to inorganico e la taurina non hanno necessità di es- 
sere introdotti con la dieta, in quanto vengono pro- 
dotti dalla degradazione degli amminoacidi solfora- 
ti; tuttavia possono diventare nutrienti essenziali 
per le cellule non epatiche che non sono in grado di 
sintetizzare questi nutrienti ad una velocità adegua- 
ta. 


Arsenico, Boro, Bromo, Litio, Nickel, Piombo, 
Silicio, Stagno, Vanadio. Tutti questi componenti 
minerali sono stati riscontrati in tessuti animali. 
compreso l’uomo. Anche sulla base di esperimenti 
condotti su animali, si ritiene che questi componen- 
ti siano essenziali per l’uomo, sebbene prove bio- 
chimiche su loro interventi in precise operazioni 
metaboliche non sono ancora disponibili. 


BIODISPONIBILITÀ DEI NUTRIENTI. 
DIGESTIONE DEGLI ALIMENTI E 
ASSORBIMENTO DEI PRINCIPI 
NUTRITIVI 


Gli alimenti sono le fonti dei nutrienti; solo rara- 
mente però il nutriente contenuto negli alimenti è 
utilizzato totalmente e va quindi considerata la qu0- 
ta biodisponibile. La biodisponibilità di un nutrien- 
te è la risultante di tre processi: la digeribilità, V as- 
sorbimento e \’utilizzazione cellulare. Su ciascuno 
di questi processi possono influire fattori intrinseci 
dell’alimento e fattori dipendenti dall’organismo. 
Fattori intrinseci degli alimenti, per esempio, sono 
la natura chimica e le caratteristiche fisico-chimi- 
che delle sostanze (carboidrati complessi, lipidi, 
proteine, forme saline dei minerali, ecc.), le intera- 
zioni fra gli alimenti e/o fra i nutrienti, la presenza 
negli alimenti di sostanze che interferiscono con la 
digestione e l’assorbimento dei nutrienti. I fattori 
dipendenti dall’organismo, che intervengono sulla 
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digestione, l’assorbimento e l’utilizzo cellulare dei 
nutrienti, sono le componenti morfologiche, enzi- 
matiche, endocrine e nervose della digestione e del- 
l’assorbimento, i tempi dello svuotamento gastrico 
e della peristalsi intestinale (in altre parole 1 tempi 
di contatto fra alimenti/nutrienti e cellule addette al- 
la digestione e all’assorbimento), il flusso del san- 
gue e della linfa, i sistemi di trasporto inter- e intra- 
cellulare, i meccanismi di adattamento alla ipo- o 
iperalimentazione, l’assetto endocrino generale. Un 
esempio della “complessità” della biodisponibilità e 
delle variabili che concorrono a determinarla è 
quello del calcio, presentato nella Tabella 24.XVII . 
Pur essendo il calcio presente in moltissime sor- 
genti alimentari, la sua biodisponibilità è mediamen- 
te solo del 30%, per cui la copertura del suo fabbi- 
sogno, che è nell’adulto di 250-300 mg al giorno, ri- 
chiede un apporto giornaliero di 800-1000 mg. 
Situazione analoga è quella del ferro presente negli 
alimenti come ferro-eme e ferro non eme. Il ferro- 
eme ha una biodisponibilità del 15-35% e quello non 
eme dell’1-20%, con un valore medio del 10-15%. 


Digestione degli alimenti 


I processi di digestione delle proteine, dei car- 
boidrati, dei lipidi e degli acidi nucleici presenti ne- 
gli alimenti sono stati descritti nei capitoli riguar- 
danti il metabolismo di queste sostanze. Le caratte- 
ristiche salienti di questi processi sono riassunte 
nella Tabella 24.XVIII. 

I distretti in cui avviene la digestione sono: (a) il 
cavo orale con una superficie mucosale di contatto 
di circa 0,07 m°, contenente la secrezione (saliva) 
delle ghiandole parotidee, sottomandibolari e lin- 
guali di pH intorno a 7; (b) lo stomaco, con super- 
ficie di contatto di 0,11 m? e un secreto (succo ga- 
strico) di pH 1,5-3,5; (c) l’intestino tenue con su- 
perficie di contatto di alcune migliaia di m? (*), ed 
un secreto (succo intestinale) di origine in parte in- 
testinale, ed in parte pancreatica (succo 
pancreatico), ed epatica (bile) di pH 7-8. 

I processi digestivi sono assoggettati ad un fine 
controllo nervoso ed endocrino. 

Cavo orale. La secrezione salivare contiene mu- 
cine (glicoproteine che conferiscono scorrevolezza 


al bolo alimentare), ed enzimi digestivi. Gli enzimi 
digestivi presenti nella saliva sono la &-amilasi, se- 
creta principalmente dalle parotidi, che è attiva al- 
l’interno del bolo alimentare, finchè non è inattiva- 
ta dalle secrezioni gastriche dello stomaco. In alcu- 
ne specie le ghiandole linguali producono la /ipasi 
linguale che è attiva al pH acido dello stomaco; nel- 
l’uomo il contributo non è significativo dato che lo 
stomaco secerne una lipasi acida o lipasi gastrica. 
La secrezione salivare è principalmente sotto il 
controllo del sistema nervoso parasimpatico. 
Stimoli visivi, tattili, gustativi eccitano 1 nuclei sa- 
livari del sistema nervoso centrale che a loro volta 
stimolano il sistema parasimpatico con conseguen- 
te aumento di 6-8 volte del flusso salivare. 
Stomaco. La secrezione delle cellule parietali e 
mucose dello stomaco prende il nome di succo ga- 
strico. Il succo gastrico contiene mucine, sali inor- 
ganici, acido cloridrico (la cui secrezione è dovuta 
all’azione di una pompa protonica H*, K*-ATPasi) 
ed enzimi digestivi e zimogeni (lipasi gastrica e 
pepsinogeno/pepsina). Il pH acido è necessario per 
la denaturazione delle proteine alimentari (viene fa- 
cilitato l’attacco da parte della pepsina), per l’atti- 
vazione del pepsinogeno, per l’attività proteolitica 
della pepsina, per mantenre il ferro nella forma fer- 
rosa biodisponibile; inoltre ha potere antimicrobico 
verso i microrganismi penetrati via cavo orale. La 
lipasi gastrica ha pH ottimale intorno a 4, ma è an- 
cora attiva a pH 6, per cui la sua azione continua an- 
che nel tratto superiore del duodeno. Le cellule pa- 
rietali dello stomaco secernono una glicoproteina, il 


fattore intrinseco, indispensabile per l’assorbimen- 


to della vitamina B,.. 

La secrezione di acido cloridrico, da parte delle 
cellule parietali delle fossette gastriche è promossa 
da tre fattori, uno nervoso, uno endocrino ed uno 
paracrino. La stimolazione nervosa, mediata dall’a- 
cetilcolina, è in parte cefalica ed in parte post-cefa- 
lica, quest’ultima basata su stimoli gustativi e mec- 
canici (distensione della parete gastrica a seguito 
dell’arrivo di cibo). La stimolazione endocrina è 
dovuta alla gastrina, secreta dalle cellule entero-en- 
docrine delle fossette gastriche, in risposta alla pre- 
senza nel lume gastrico di materiale di origine ali- 
mentare: alcuni amminoacidi liberi, peptidi, caffei- 
na, Ca°* ed alcol. La secrezione di gastrina è a sua 
volta controllata dal sistema nervoso parasimpatico 


(*) L'enorme superficie di contatto ed assorbente dell’intestino tenue è dovuta alla particolare disposizione della mucosa 
che presenta estroflessioni (i villi) in numero di 20-40 per mm?. Ciascun villo è rivestita da cellule — gli enterociti — la cui 
membrana apicale, prospiciente il lume, presenta a sua volta estroflessioni a spazzola, i microvilli, in numero di 2000-4000 
per cellula (or/etto a spazzola). Queste estroflessioni aumentano ulteriormente, di circa 30 volte, l’area superficiale di con- 


tatto ed assorbimento della mucosa intestinale. 
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Tabella 24.XVIII 


Rappresentazione schematica degli aspetti biochimici dei processi digestivi. 







Cavo Amilasi salivare pH 6,6-6,8; Cl (attivatore) | Amido, glicogeno |Destrine limite, maltosio, 
orale maltotriosio, isomaltosio 
















































































Stomaco Lipasi linguale pH 3,0-6,0 Trigliceridi Acidi grassi, 1,2 diacil- 
glicerolo 
Pepsina (proteasi pH 1,0-2,0; attivazione del | Proteine (legame |Peptidi 
carbossilica) pepsinogeno a pepsina peptidico in cui il 
gruppo carbossili- 
co è fornito da 
Tyr, Phe, Leu) 
| Lipasi gastrica Trigliceridi Acidi grassi; 1 ,2diacilgli- 
I | cerolo 
Rennina Caseina Coagulo di caseina (più 
digeribile) 
Intestino Tripsina (serina- pH 7,0-8,0; attivazione del |Proteine (legame |Peptidi 
tenue proteasi; di origine |tripsinogeno a tripsina peptidico in cui il 


gruppo carbossili- 
co è formato da 
Arg, Lys) 


pancreatica) innescata dall’enteropeptidasi 



























pH 7,0-8,0; attivazione del 

chimotripsinogeno a chimo- 
tripsina da parte della tripsi- 
na 


Proteine (legame Peptidi 
peptidico in cui il 
gruppo carbossili- 
co è fornito da 

Tyr, Phe, Trp, Met, 
Leu) 


Chimotripsina (seri- 
na-proteasi; di ori- 
gine pancreatica) 


























Elastina ed altre 
proteine (legame 
peptidico in cui il 
gruppo carbossili- 
co è fornito da 
Ala, Gly, Ser) 








pH 7,0-8,0; attivazione della 
proelastasi ad elastasi ad 
opera della tripsina 


Elastasi (serina-pro- Peptidi, dipeptidi 
teasi; di origine 
pancreatica) 


















Carbossipeptidasi A Amminoacidi 
e B 

(Zn-peptidasi; di 
origine pancreatica) 


pH 7,0-8,0;attivazione della 
procarbossipeptidasi A e B 
ad opera della tripsina 


Peptidi (legame 
peptidico dell’am- 
mMinoacido car- 
bossiterminale, in 
particolare Val, 
Leu, Ile, Ala per 
la A e Arg, Lys per 
la B 































Amminoacidi 







Peptide (legame 

peptidico dell’am- 
minoacido N-ter- 
minale) 


Amminopeptidasi 
(di origine intesti- 
nale) 













Dipeptidasi (di Amminoacidi 


origine intestinale) 


Dipeptide 






(segue) 
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Tabella 24.XVIII (continua) 


Rappresentazione schematica degli aspetti biochimici dei processi digestivi. 










Intestino Amilasi (di origine | pH 7,1; Cl (attivatore) Amido; glicogeno |Destrine limite, maltosio, 


tenue pancreatica) isomaltosio, maltotriosio 
Saccarasi (di origine pH 5,0-7,0 Saccarosio Fruttosio, glucosio 
intestinale) 
Maltasi (di origine | pH 5,8-6,2 Maltosio Glucosio 
intestinale) 
Isomaltasi (di pH 6,0 Isomaltosio Glucosio 
origine intestinale) 
Lattasi (di origine | pH 5,4-6,0 Lattosio Galattosio, glucosio 
intestinale) 
Trealasi (di pH 6,0 Trealosio Glucosio 
origine intestinale) 
Lipasi (di pH 8,0; attivata da sali bilia- Trigliceridi Acidi grassi, glicerolo, 
origine pancreatica) |ri e fosfolipidi (di origine 2-monogliceridi 


epatica) e dalla colipasi (di 
origine pancreatica) 


Fosfolipasi Ag (di {pH 7,0-8,0; attivazione della | Fosfolipidi Acidi grassi, lisofosfolipi- 
origine pancreatica) | pro-fosfolipasi A7 a fosfoli- di 

pasi Ag da parte della tripsi- 

na; Ca?* (attivatore) 


Colesteroloesterasi | pH 7,0; attivata dai sali bi- | Esteri del coleste- | Colesterolo, acidi grassi 


(di origine pancrea- |liari rolo 

tica) 

Ribonucleasi Acidi ribonucleici |Ribonucleotidi 

(di origine pancrea- 

tica) 

Deossiribonucleasi Acidi deossiribo- | Deossiribonucleotidi 
(di origine pancrea- nucleici 

tica) 

Nucleasi (di origine pH neutro Acidi ribo- e de- |Ribo- e desossiribonu- 
intestinale) sossiribonucleici |cleotidi 
Nucleotidasi (di ori- Nucleotidi Nucleosidi 


gine intestinale) 


Nucleosidasi (di ori- Nucleosidi Basi puriniche e pirimidi- 

gine intestinale) niche; ribosio, deossiri- 
bosio 

Fosfatasi (di origine | pH 8,6 Esteri fosforici Fosfato 

intestinale) organici 


Si osservi che i processi digestivi in parte avvengono nel lume buccale, gastrico o intestinale, dove sono ubicati gli enzimi di 
secrezione addetti alla digestione (amilasi, lipasi, pepsina, tripsina, chimotripsina, elastasi; carbossipeptidasi, colesterolo 
esterasi, ribonucleasi, deossiribonucleasi), in parte nell’orletto a spazzola delle cellule intestinali dove operano enzimi « ellu 
lari. 
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(che la rinforza) e da un eccesso di acidità gastrica 
(che la inibisce), probabilmente attraverso la me- 
diazione della somatostatina rilasciata dalle cellule 
circostanti. La stimolazione paracrina è affidata al- 
l’istamina, che agisce sulle cellule parietali attra- 
verso 1 recettori-H,. La gastrina stimola anche la se- 
crezione di pepsinogeno da parte delle cellule prin- 
cipali. 

Intestino tenue. La digestione intestinale è do- 
vuta all’azione di enzimi secreti dal pancreas, di en- 
zimi localizzati sulla membrana luminale degli en- 
terociti, di enzimi presenti all’interno degli entero- 
citi. Le secrezioni pancreatiche contengono a-ami- 
lasi, lipasi (lipasi pancreatica, colesterolo esterasi), 
fosfolipasi A;, enzimi nucleolitici (ribonucleasi e 
deossiribonucleasi), parecchi pro-enzimi di enzimi 
proteolitici (tripsinogeno, chimotripsinogeno, proe- 
lastasi e procarbossipeptidasi) ed una proteina non 
enzimatica denominata colipasi. Sebbene la dige- 
stione dei nutrienti avvenga per la gran parte ad 
opera degli enzimi pancreatici, essa viene tuttavia 
completata da ecto-enzimi presenti sulla parte ester- 
na della membrana dell’enterocita (a-glucosidasi, 
B-galattosidasi, peptidasi). Di- e tripeptidi possono 
essere assunti dall’enterocita e quindi idrolizzati ad 
amminoacidi liberi da peptidasi intracellulari. Gli 
enzimi pancreatici sono attivi a pH neutro e la rapi- 
da neutralizzazione del pH acido del chimo (il pro- 
dotto della digestione gastrica) avviene ad opera del 
bicarbonato presente nel succo pancreatico e nella 
bile, secrezione alcalina del fegato che contiene 
elettroliti, pigmenti, sali biliari (importanti per la di- 
gestione ed assorbimento dei lipidi) ed altre sostan- 
ze, 

Il passaggio del chimo nel duodeno, attraverso 
lo sfintere pilorico, stimola recettori nervosi duode- 
nali che innescano il riflesso enterogastrico. Questo 
riflesso consiste, da un lato, nell’attenuazione della 
secrezione gastrica dovuta a riduzione dell’attività 
parasimpatica e, dall’altro, nella contrazione dello 
sfintere pilorico dovuta a stimolazione nervosa sim- 
patica. In questo modo il transito del chimo nel duo- 
deno è tenuto sotto controllo, mentre s’innesca la 
digestione a livello intestinale. Infatti l’acidità del 
chimo e la distensione delle pareti duodenali provo- 
cano la secrezione di tre ormoni da parte delle cel- 
lule endocrine del duodeno e del digiuno: la secre- 
tina, che induce la secrezione di succo pancreatico 
ricco in bicarbonati ed inibisce la contrazione e la 
secrezione gastrica; inoltre stimola la secrezione di 
bile dal fegato; la co/lecistochinina che stimola la 
secrezione pancreatica e la contrazione della cisti- 
fellea con conseguente immissione di bile nel duo- 
deno; ed il peptide inibitore gastrico che pure inibi- 
sce la contrazione e la secrezione gastrica. 


Terminato lo svuotamento dello stomaco, la cui se- 
crezione viene nel contempo ad esaurirsi, le stimo- 
lazioni del chimo gradualmente si attenuano ed an- 
che l’assetto digestivo dell’intestino volge verso lo 
stato di riposo. 


Assorbimento dei nutrienti 


I nutrienti per essere assorbiti devono essere 
captati dall’enterocita, attraversare cioè la membra- 
na luminale, devono essere trasportati all’interno 
della cellula, e quindi devono attraversare la mem- 
brana base laterale per essere rilasciati nel fluido 
extracellulare (sangue, linfa). 

Lo stomaco non ha un ruolo importante nell’as- 
sorbimento, tuttavia alcune sostanze quali alcol ed 
acidi grassi a corta catena sono assorbiti rapidamen- 
te. Circa 180% delle cellule della mucosa dell’inte- 
stino tenue, tutte provviste di orletto a spazzola, so- 
no addette all’assorbimento, offrendo una superfi- 
cie assorbente di migliaia di m?. 

L’assorbimento avviene attraverso quattro mec- 
canismi generali: (a) via transcellulare, per diffu- 
sione, sostenuta dal gradiente di concentrazione, at- 
traverso la membrana apicale (dal lume intestinale 
alla cellula) e la membrana basolaterale (dalla cel- 
lula ai capillari sanguigni). La diffusione può esse- 
re passiva e non specifica, nel caso di molecole 
idrofobiche (acidi grassi, monogliceridi, colestero- 
lo, vitamine liposolubili), o facilitata (senza richie- 
Sta energetica) con intervento di proteine-pori, e 
quindi saturabile e specifica, nel caso di molecole 
idrofiliche (fruttosio, alcuni oligopeptidi, alcune vi- 
tamine); (b) via paracellulare attraverso le giunzio- 
ni strette fra cellule adiacenti, con diffusione dipen- 
dente dal gradiente di concentrazione di tipo passi- 
vo o facilitato. E tipica dell’assorbimento di alcuni 
minerali ed oligopeptidi; (c) via transcitotica, me- 
diata da specifici recettori presenti sulla membrana 
apicale, con formazione di vescicole che migrano 
verso la membrana basolaterale con la quale si fon- 
dono rilasciando il loro contenuto all’esterno (verso 
il letto vasale). E utilizzata per molecole di grandi 
dimensioni, quali oligopeptidi; (d) via del trasporto 
attivo, mediato da trasportatori specifici, dipenden- 
te da ATP e saturabile; è utilizzata da amminoacidi, 
glucosio, galattosio, alcune vitamine idrosolubili ed 
alcuni minerali. 

I meccanismi attraverso i quali i nutrienti deriva- 
ti dalla digestione delle proteine, carboidrati e lipi- 
di alimentari vengono assorbiti sono stati descritti 
nei capitoli riguardanti il metabolismo di queste so- 
stanze. Le modalità di assorbimento delle vitamine 
sono descritte nel Capitolo “Vitamine e coenzimi”. 
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L'INTESTINO CRASSO NEI 
PROCESSI DI DIGESTIONE ED 
ASSORBIMENTO 


L’intestino crasso, lungo circa 1,5 m nei sogget- 
ti adulti, ha innanzitutto il ruolo di assorbire la mag- 
gior parte dell’acqua ingerita con gli alimenti. Ciò 
porta alla progressiva diminuzione della massa pre- 
sente nell’intestino e quindi alla formazione di feci 
compatte (qualche centinaio di grammi). L’intestino 
crasso è pure sede di una grande varietà di batteri, 
la flora batterica intestinale, la quale idrolizza ma- 
teriale saccaridico e proteico che è sfuggito alla di- 
gestione o è resistente alla digestione, e promuove 
processi fermentativi con produzione di gas (CO) , 
idrogeno, metano, acido sulfidrico, ecc,) e acidi 
grassi a breve catena (formiato, acetato, propiona- 
to, butirrato e succinato), nonché etanolo. Tutti 
questi composti sono assorbiti e metabolizzati, so- 
prattutto a livello epatico, o, come nel caso del bu- 
tirrato, prevalentemente utilizzati dai colonociti 
esercitandovi anche funzione eutrofica e di inibizio- 
ne dello sviluppo di eventuali processi tumorali. 
Possibilmente non trascurabile può risultare anche 
il propionato, di cui è stata osservata in vitro attivi 
tà inibitoria sulla HMG-CoA reduttasi, enzima che 
catalizza la sintesi del colesterolo. I batteri intesti- 
nali producono inoltre vitamine (vitamina K e vita- 
mine del gruppo B), trasformano i sali biliari da pri- 
mari a secondari (rimozione dell’ossidrile in C-7; 
distacco di glicina e taurina), favorendone il rias- 
sorbimento, e trasformano la bilirubina negli urobi- 
linogeni e coprobilinogeni. L'equilibrio della flora 
batterica intestinale è essenziale per una buona fun- 
zione intestinale e per garantire il più alto grado di 
biodisponibilità dei nutrienti. 


COMPONENTI BIOATTIVI 
PRESENTI NEGLI ALIMENTI 


Gli alimenti contengono, accanto ai nutrienti, 
composti che, anche se classificati come non nu- 
trienti, tuttavia esercitano un’azione benefica con 
rilevante miglioramento dello stato di benessere e 
di salute e/o di riduzione di rischio di malattia (ma- 
lattie degenerative, malattie cardiovascolari, can- 
cro, diabete); sono stati pertanto denominati com- 
ponenti bioattivi degli alimenti. Oggi sono al centro 
della ricerca nutrizionale; molti di questi compo- 
nenti sono stati purificati, e la loro azione biochimi- 
ca caratterizzata. Alcuni composti sono metaboliti 
secondari delle piante (composti fitochimici) e sono 
abbondanti in frutta, verdura, cereali integrali. 


Le principali classi di composti fitochimici com- 
prendono: 


Carotenoidi (non provitamina A): in natura esi- 
stono più di 600 carotenoidi di cui 50 consumati in 
modo significativo con la dieta: essi comprendono i 
caroteni (c-, B-, Y-carotene, licopene), che non 
contengono ossigeno e sono presenti prevalente- 
mente in vegetali e frutti giallo/rossi (pomodori, 
carote, albicocche) e xanzofi/le (luteina, zeaxantina, 
cantaxantina) che contengono ossigeno e sono pre- 
senti prevalentemente in vegetali e frutti 
giallo/arancione (arance, prugne, pesche). Hanno 
attività antiossidante; luteina e zeaxantina si con- 
centrano nella retina dove agiscono da fotoprotetto- 
ri e proteggono i lipidi dalla ossidazione. Il licope- 
ne, carotenoide che dà il colore al pomodoro si ac- 
cumula preferenzialmente in pochi tessuti fra cui la 
prostata e la sua assunzione sembra inversamente 
associata al cancro della prostata 


Composti fenolici e polifenolici (resveratrolo 
presente nel vino, epicatechina presente nel tè, ge- 
nisteina presente nella soia). Hanno più modalità di 
azione: sono antiossidanti (vedi di seguito composti 
antiossidanti), modulatori di vie di segnale, ligandi 
di recettori nucleari. 


Fitosteroli: composti simili al colesterolo pre- 
senti in molti vegetali, come nocciole, oli vegetali, 
grano, riso e legumi; riducono l’assorbimento del 
colesterolo alimentare, con conseguente abbassa- 
mento dei livelli di LDL ematici. 


Sulfuri allilici: sono composti solforati conte- 
nenti gruppi tiolici, presenti in abbondanza nelle 
crucifere (aglio, cipolla, broccoli). La bioattività è 
collegata all’azione dei tioli e dei loro metaboliti ed 
a livello fisiologico si esplica in un’azione antibat- 
terica, antitumorale, antitrombotica, ipoglicemiz- 
zante. Da notare che l’aglio è coltivato da più di 
5.000 anni a scopo culinario e medico e tuttora go- 
de di ampia popolarità. 


Fibra alimentare: Secondo la recente direttiva 
2008/100/CE (28 ottobre 2008) relativa all’etichet- 
tatura nutrizionale dei prodotti alimentari, vengono 
definiti fibra alimentare i polimeri di carboidrati 
composti da tre o più unità monomeriche, che non 
sono né digeriti né assorbiti nell’intestino tenue e 
possono appartenere ad una delle seguenti catego- 
rie: 1) polimeri di carboidrati commestibili natural- 
mente presenti negli alimenti consumati; 2) polime- 
ri di carboidrati commestibili ottenuti da materie 
prime alimentari mediante procedimenti fisici, enzi- 
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matici o chimici e che hanno un effetto fisiologico 
benefico dimostrato da dati scientifici generalmen- 
te accettati (ridurre la durata del transito intestina- 
le, aumentare la massa fecale, poter essere fermen- 
tati dalla microflora del colon, ridurre la colestero- 
lemia totale e la colesterolemia LDL, ridurre la gli- 
cemia postprandiale e l’insulinemia); 3) polimeri di 
carboidrati sintetici commestibili che hanno un ef- 
fetto fisiologico benefico dimostrato da dati scienti- 
fici generalmente accettati. Se di origine vegetale, 
la fibra alimentare, può includere anche composti 
non polisaccaridici strettamente associati ai polime- 
ri di carboidrati di origine vegetale, quali la lignina 
e/o altri composti (frazioni proteiche, composti fe- 
nolici, cere, saponine, fitati, fitosteroli, etc). Se que- 
ste sostanze sono separate dai polimeri di carboi- 
drati e addizionate ad alimenti, non possono però 
essere considerate fibre alimentari. 

Nell’alimento i composti polisaccaridici posso- 
no svolgere una funzione strutturale (vegetali, frut- 
ta, lieviti, funghi, esoscheletro degli invertebrati 
marini) oppure una funzione di deposito e di riser- 
va in alternativa all’amido (semi). Molecole struttu- 
rali sono: la ce//ulosa, polimero del glucosio con le- 
gami P-1,4 glicosidici; le pectine, polimeri lineari 
dell’acido glucuronico e galatturonico con legami 
o-1,4 glicosidici, le emice/lulose; i B-glucani e ara- 
binoxilani, o pentosani, polimeri di xilosio e arabi- 
nosio; la chitina, polimero dell’N-acetil-glucosami- 
na e N-acetilgalattosamina (con legami [B-1,4-glico- 
sIdici), presenti nei funghi edibili e nei lieviti. 
Molecole di riserva sono: i g/ucomannani e galatto- 
mannani, polimeri lineari di glucosio e mannosio, 0 
galattosio e mannosio; i ga/attani del lupino con ca- 
tene lineari di acido galatturonico e ramnosio con 
ramificazioni di galattosio; l’inu/ina, costituita da 
catene lineari di fruttosio con legame B-2,1-glicosi- 
dico. Negli alimenti possono inoltre essere presenti 
altri componenti polisaccaridici non digeribili deri- 
vanti dai trattamenti tecnologici (amido-retrograda- 
to, prodotti della reazione di Maillard) o addiziona- 
ti (amido modificato, utilizzato come addensante; 
polialcoli, utilizzati come dolcificanti) che secondo 
la recente definizione potrebbero rientrare nella ca- 
tegoria della fibra alimentare. 

Alcuni di questi polisaccaridi sono facilmente 
solubili in acqua (fibre solubili come l’inulina e le 
pectine) ed altre insolubili (fibre insolubili come la 
cellulosa o l’emicellulosa). Le fibre alimentari pur 
essendo resistenti all’azione degli enzimi digestivi 
possono essere idrolizzate parzialmente, o comple- 
tamente, dai batteri presenti nell’intestino crasso, 
portando alla formazione di diversi prodotti quali 
acqua, metano, anidride carbonica, acidi grassi a 
catena corta, etanolo, che possono poi essere rias- 
sorbiti nel colon; per questo motivo alla fibra ali- 


mentare viene attribuito un valore energetico medio 
pari a 8 kJ/g (2 kcal/g). Le fibre che più facilmen- 
te vanno incontro ai processi fermentativi sono l’i- 
nulina, le pectine ed i B-glucani mentre quelle me- 
no fermentescibili sono la lignina e la cellulosa. 
Nell’ambiente intestinale le fibre associano ac- 
qua ed assumono una consistenza collosa, solleci- 
tando così la peristalsi intestinale e conferendo una 
maggiore consistenza e scorrevolezza alle feci. 
Inoltre associano sali biliari facilitandone l’elimina- 
zione (e stimolando conseguentemente il flusso me- 
tabolico del colesterolo epatico verso gli acidi e sa- 
li biliari), facilitano la crescita di batteri intestinali 
non putrefattivi e adsorbono prodotti vari del meta- 
bolismo microbico intestinale ad azione citotossica, 
proteggendo così le cellule intestinali da insulti le- 
sivi. Esercitano pure un ruolo importante nell’ab- 
bassare l’indice glicemico di alimenti contenenti 
saccaridi semplici o complessi. Accurati studi epi- 
demiologici hanno dimostrato che un buon conte- 
nuto di fibre solubili ed insolubili nella dieta deter- 
mina: (a) una riduzione significativa dei livelli ema- 
tici di colesterolo totale e legato alle LDL, senza in- 
fluire sul livello delle HDL; (b) una riduzione del 
rischio di neoplasia al colon, anche se da studi in vi- 
tro e su animali emerge un potenziale ruolo protet- 
tivo da parte di altre sostanze associate alla fibra 
stessa; (c) un miglioramento del controllo del meta- 
bolismo glucidico nei soggetti diabetici. I principa- 
li alimenti ricchi in fibre sono elencati nella Tabella 


24.XIX. 


Tabella 24.XIX 


Principali alimenti ricchi di fibre 







Pane, biscotti, paste ed altri prodotti 
da forno o non, ottenuti con farina di 
frumento, orzo, segale, mais, grano 
saraceno, avena, riso, particolar- 
mente se integrali 














Fagioli, fave, ceci, lenticchie, piselli, 
particolarmente se crudi ma anche 
cotti o iscatolati; fagiolini cotti 
















Verdure ed 
ortaggi 


Carciofi, cavoli, cicoria, carote, me- 
lanzane, radicchio, rape, barbabieto- 
le, broccoletti, radicchio rosso, porri, 
funghi 

















Frutta fresca |Carruba, castagne, fichi d'india, ca- 
chi, melograno, mele, mele cotogne, 


pere, banane, lamponi, ribes 

Frutta secca |Noci, nocciole, mandorle, castagne, 

| ‘arachidi, pinoli, semi di zucca 

Frutta essicata | Albicocche, uva passa, mele, fichi, 
datteri, prugne 
















Probiotici e prebiotici 


Tra i microorganismi presenti normalmente nel- 
l’intestino tenue e crasso una posizione dominante 
hanno i /attobacilli ed i bifidobatteri. Questi batteri 
partecipano alla sintesi di vitamine e di vari meta- 
boliti utilizzabili, nonché alla trasformazione degli 
acidi biliari primari in secondari; svolgono anche 
un ruolo primario nel mantenimento dell’equilibrio 
microbico intestinale, inibendo la crescita di mi- 
croorganismi patogeni mediante la liberazione di 
sostanze ad azione battericida selettiva, le batterio- 
cine. D’altra parte l’equilibrio della flora batterica 
intestinale può essere turbato, con sviluppo abnor- 
me di microorganismi lesivi, per motivi di età, di- 
screpanze dietetiche, uso di antibiotici, situazioni di 
stress. Ne possono derivare patologie digestive an- 
che gravi. Il riequilibrio della flora batterica intesti- 
nale può essere facilitato con l’introduzione di ali- 
menti ricchi di lattobacilli e bifidobatteri. L’apporto 
alimentare di questi microorganismi -Lactobacillus 
acidophilus, Lactobacillus delbruckii subspecies 
bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Bifido- 
bacterium bifidus e Bifidobacterium longum - può 
derivare da vari tipi di latte spontaneamente fer- 
mentati secondo antiche tradizioni (yogurt, kefir, 
ecc.) o ottenuti industrialmente facendo fermentare 
il latte dopo aggiunta di varie combinazioni dei bat- 
teri sopra menzionati. I microorganismi che eserci- 
tano un effetto positivo sulla salute e che sono in 
grado di colonizzare efficientemente l’intestino (re- 
sistendo all’azione dei sali biliari) vengono definiti 
probiotici (pro-bios = in favore della vita). Alcuni 
tipi di fibra alimentare facilmente fermentescibili 
(l’inulina ed i frutto-oligosaccaridi contenuti nella 
cicoria e nei carciofi, il lattulosio, lattitolo e latto- 
saccarosio contenuti nel latte, i malto- e isomalto- 
oligosaccaridi ottenuti dall’amido, il raffinosio e lo 
stachiosio presenti nei legumi) facilitano la crescita 
di questi batteri e, quindi, sono chiamati prebiofici. 


Sostanze antiossidanti 


Gli antiossidanti sono sostanze in grado, anche a 
concentrazioni molto basse, di inibire processi ossi- 
dativi causati dalle specie radicaliche dell’O) in vir- 
tù della loro idoneità a partecipare a reazioni di 0s- 
sido-riduzione. La loro azione è basata sulla capaci- 
tà di: (a) eliminare le specie radicaliche dell’O, im- 
pedendo così l’insorgenza del processo radicalico; 
(b) chelare metalli (quali Fe, Cu, Mn) impedendo 
loro di andare incontro a modificazioni del proprio 
assetto elettronico e quindi di partecipare a reazioni 
radicaliche; o (c) interrompere la propagazione di 
reazioni radicaliche. Antiossidanti sono presenti in 
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alimenti sia vegetali che animali. Le vitamine A, E 
e C hanno una potente azione antiossidante. Anche 
l’acido lipoico ha proprietà antiossidanti legate alla 
sua possibilità di transitare da uno stato ossidato 
(con ponte disolfuro) ad uno ridotto (con gruppi 
sulfidrilici) e viceversa. Le più note famiglie di an- 
tiossidanti di origine vegetale presenti nelle foglie, 
frutti e semi edibili, ai quali attribuiscono il colore 
caratteristico, sono: i carotenoidi, di natura idrofo- 
bica, i polifenoli ed i flavonoidi, di natura idrofili- 
ca.I carotenoidi comprendono l’a- e il }-carotene, 
procursori della vitamina A, il Y-carotene, il licope- 
ne, la luteina, le aldeidi polieniche a lunga catena 
(C-30, C-40) ed altre sostanze simili, tutti capaci di 
sequestrare l’ossigeno singoletto. Il licopene dispo- 
ne della più potente azione sequestrante ed è parti- 
colarmente abbondante nel pomodoro, nell’anguria, 
nel pompelmo rosa e nella papaia. Le formule di 
struttura di alcuni carotenoidi presenti negli alimen- 
ti sono riportate nella Tabella 24.XX. 

Gli antiossidanti polifenolici si possono consi- 
derare derivati dell’acido p-idrossibenzoico. 
L’acido protocatecuico, l’acido gallico, il metil-gal- 
lato e l’acido cinnamico, per esempio, possiedono 
già significative proprietà antiossidanti fondate sul- 
la transizione chinone S idrochinone. Le strutture 
di questi composti sono le seguenti: 


HO 
4) COOH 0-4 Yo 


Acido p-idrossibenzoico —Acido protocatecuico 


HO HO 
04) COOH HO 19) COOCH; 
HO HO 
Acido gallico Metil-gallato 


Dall’acido cinnamico derivano l'acido caffeico, 
l’acido rosmarinico e il resveratrolo, pure molto at- 
tivi. Le loro formule sono presentate nella Tabella 
24.XXI. 

Tra i polifenoli particolare attenzione è stata ri- 
volta al resveratrolo (nella forma trans, più diffusa 
in natura) particolarmente abbondante nell’uva, e 
quindi nel vino e succo d’uva, da quando indagini 
epidemiologiche sui rapporti tra consumo di etano- 
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Tabella 24.XX 


Formule di struttura di alcuni carotenoidi e della C-30dialdeide presenti negli alimenti. 
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Tabella 24.XXI 


MIRI, en gni 
Formule di struttura di alcuni derivati dell'acido cinnamico. | derivati glucosidici del trans- e cis- resveratrolo so 


no composti naturali. Il trans-resveratrolo-solfato e il trans-resveratrolo-glucuronide sono composti di coniuga 
zione epatica del resveratrolo introdotto con gli alimenti. 
OH 
COOH 
T _C00H T _C00H = 000” i OH 
HO HO 
OH OH 
Acido cinnamico Acido caffeico Acido rosmarinico 
OH HO TC 
HO 
OH 
OH OH 
Trans-resveratrolo Cis-resveratrolo 
OH 
OH OH 
O 
O HO 
HO O HO 0 = 
Ho OH 
OH 
Trans-resveratrolo 3-O-B-D-glucoside Cis-resveratrolo 3-O-B-D-glucoside OH 
O OH 
OH OH 
O ‘ 
HO 03SO 
HO O 
OH 
OH 
OH | 
Trans-resveratrolo 3-O-B-D-glucuronide Trans-resveratrolo-3-solfato | 


lo e incidenza di malattie cardiovascolari, condotte ta tra consumo di etanolo e tali malattie, con | ecce 
in diversi paesi, dimostrano una correlazione diret- zione della Francia dove la sorgente di etanolo era 
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il vino e la correlazione era di opposta tendenza. OH 
L’azione preventiva esercitata nei riguardi di queste 
patologie dall’uso sistematico e moderato del vino 
è stata ampiamente confermata. HO O 
I flavonoidi (o bioflavonoidi), presenti negli ali- 
menti, sono una famiglia di sostanze (catechine, an- 
tocianidine, proantocianidine, flavoni, flavani, iso- OH 
flavoni, flavanoni, flavononi), che posseggono una du 0 


struttura base catechinica (combinazione di una 
porzione flavinica con una polifenolica), idonea a 
chelare metalli (quali Fe, Cu, Mn) ed a partecipare Kampferolo 
a reazioni di ossidoriduzione attraverso la transizio- 
ne chinone S idrochinone (Fig. 24.5). 
Possono pertanto impedire, attraverso la chela- 


zione, l’innesco di reazioni radicaliche da parte di và 
metalli (Fe, Mn, ecc.) o la propagazione radicalica OH 
riappaiando elettroni spaiati. Flavonoidi molto co- 
muni nei vegetali sono la quercetina e alcuni suoi HO O 
derivati, come la rutina, la luteolina, il kampferolo 
e la genisteina e i suoi derivati. 
OH O 





OH 
OH | 
Luteolina 
HO O 
HO O 
O—-Ramnosio 
OH O 
OH O 
OH 
Rutina se 
Genisteina 
R 
OH O 
HO O SL 
"—a LL) 
Sifffi_z[__a 
O 
OH O 
Quercetina: Transizione forma ridotta/ 
siti di chelazione forma ossidata di un flavonoide 


di metalli di transizione 


Figura 24.5 Chelazione di metalli da parte della quercetina e sua (e suoi derivati) di transizione 
fra forma ossidata e forma ridotta 
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Flavonoidi più complessi sono i flavonoidi di- 


merici o biflavonoidi, come la teoflavina e la pro- 
cianidina: 





Procianidina BI 





Teaflavina 


e flavonoidi nei quali alla porzione flavinica si 
combina un resto di acido cinnamico, come nel g/i- 
soflavone e il glicirrizoflavone: 


HO O 2 
OCH3 O 
OH 
OH 


Glisoflavone 





Glicirrizoflavone 


Molti flavonoidi e polifenoli sono glicosidi in 
cui la porzione agliconica antiossidante attiva è le- 
gata ad uno o più resti saccaridici (ramnosio, gluco- 
sio, galattosio) che incrementano l’idrofilia del 
composto. Un esempio di questi flavonoidi glicosi- 
dici è la rutina, che contiene ramnosio, e il revera- 
trolo, che contiene glucosio. 

Particolarmente ricchi di bioflavonoidi e polife- 
noli sono il pepe verde, la cipolla, gli agrumi, la me- 
la, l’uva rossa, i broccoli, il prezzemolo, il cavolo- 
verza, l’uva, la carota, il pomodoro, il kiwi, la pata- 
ta, la pesca, il cetriolo, le olive, il tè. 


LINEE GUIDA ALIMENTARI E 
LIVELLI RACCOMANDATI DI 
ASSUNZIONE DI NUTRIENTI 
(LARN) 


Si è già enunciato il concetto che il regime die- 
tetico deve assicurare la soddisfazione dei fabbiso- 
gni di nutrienti plastici ed energetici e nel contem- 
po consentire il mantenimento di un buono stato di 
salute per il più lungo periodo di vita. I fabbisogni 
alimentari variano però da un soggetto all’altro (va- 
riabilità individuale) anche in base alle diverse atti- 
vità fisiche svolte, e dipendono inoltre da varie con- 
dizioni fisiologiche (sesso, età, gravidanza, allatta- 
mento, ecc.) nonché da fattori genetici. Pertanto gli 
Enti internazionali e nazionali operanti in campo 
nutrizionistico, sulla base dell’evoluzione delle co- 
noscenze scientifiche e delle risultanze delle indagi- 
ni epidemiologiche, provvedono a rilasciare stan- 
dard nutrizionali miranti a fare adottare regimi ali- 
mentari equilibrati e ad indicare le quantità appro- 
priate (o livelli) dei singoli nutrienti da assumere 
giornalmente (non debbono comunque essere ne- 
cessariamente assunte ogni giorno, ma rappresenta- 
no una media dei consumi per un certo periodo di 
tempo). Di solito si tratta del valore medio di fabbi- 
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Tabella 24.XXIII 


Criteri generali su cui basare un regime dietetico equilibrato idoneo a mantenere lo stato di salute, 


e dar 


Predisporre una dieta variata, equilibrata, isocalorica, che mantenga il peso desiderabile. 

Suddividere l'assunzione di cibi in 3, possibilmente 4 pasti. 

Fare ampio uso di vegetali freschi (frutta, verdura) e di materiali contenenti fibre (30 g di fibra al gior- 
no, nei soggetti adulti; 0,5 g/kg di peso al giorno nei soggetti in crescita). 

Soddisfare il fabbisogno proteico fornendo 0,95 g di proteine/kg peso (desiderabile) al giorno, distri- 


buiti per il 30-35% come proteine animali (carni varie, pesce, vovo, latticini) e il 65-70% come proteine 


vegetali miste (cereali, leguminose). 


5. Soddisfare il fabbisogno calorico per il 12-15% come proteine; per il 25-30% come lipidi; e per il rima- 


nente (55-60%) come carboidrati. 


6. Suddividere la quota lipidica con: % con lipidi contenenti acidi grassi saturi; un po più di °£ con lipidi 
contenenti acidi grassi monoinsaturi; 1 con lipidi contenenti acidi grassi polinsaturi (con un rapporto 


06/03 intorno a 5:1). 


7. Coprire il fabbisogno saccaridico per l'80-90% con saccaridi complessi (amidi) e per il 10-20% con 
saccaridi semplici (saccarosio, glucosio, fruttosio, lattosio). 
8. Limitare l'introduzione giornaliera di colesterolo a non più di 100 mg/1000 kcal e comunque a non 


più di 300 mg al giorno. 


. Limitare l'assunzione di sodio (come NaCl) a non più di 5 g al giorno. 
10. Limitare il consumo di alcool a non più di 30 g al giorno. 
11. Introdurre 1,5-2,5 litri di acqua al giorno, compresa quella contenuta negli alimenti acquosi (verdura, 


frutta, carne). 


12. Inogni pasto usare miscele di differenti alimenti. Variare la composizione dei pasti di giorno in giorno. 


sogno di ciascun nutriente più il doppio della devia- 
zione standard. I livelli di assunzione raccomandati 
di nutrienti per la popolazione italiana (LARN) rila- 
sciati dalla Società Italiana di Nutrizione umana 
nella più recente edizione del 1996 sono presentati 
in forma semplificata nella Tabella 24.XXII. 

I criteri generali su cui basare un regime dieteti- 
co corretto suggerito dalle associazioni scientifiche 
e dagli Enti internazionali e nazionali di sorveglian- 
za ed indirizzo nutrizionale, sono raccolti nella 
Tabella 24.XXIII. L'impostazione delle Linee guida 
per una sana alimentazione italiana, emesse nel 
2003 dal Ministero italiano delle Politiche Agricole 
e Forestali e dall’Istituto Nazionale di Ricerca per 
gli Alimenti e la Nutrizione, e specificamente rivol- 


Tabella 24.XXIV 


RI ig ii iaia cla 
Indice delle linee guida per una sana alimentazione 
italiana. Revisione 2003). 













1. Controlla il peso e mantieniti sempre attivo. 
2. Più cereali, legumi, ortaggi e frutta. 
3. Grassi: scegli la qualità e limita la quantità. 
4. Zuccheri, dolci, bevande zuccherate: nei giusti 
limiti | 

5. Bevi ogni giorno acqua in abbondanza. 

6. Il sale? Meglio poco. 

7. Bevandealcoliche: se si, solo in quantità con- 
trollata. 

8. Varia spessole tue scelte a tavola. 

9. Consigli speciali per persone speciali. 

] 


0. La sicurezza dei tuoi cibi dipende anche da te. 





te all’utenza generale, cioè ai cittadini, è riprodotta 
nella Tabella 24.XXIV. 


INTERRELAZIONI E INTEGRAZIONI 
METABOLICHE CORRELATE Al 
RITMI ALIMENTAZIONE/DIGIUNO 


Una buona parte dei processi metabolici (quelli 
che sottendono il metabolismo basale) sono caratte- 
rizzati da un decorso pressoché costante nella gior- 
nata: pertanto il fabbisogno di nutrienti plastici ed 
energetici a loro sostegno è anch’esso costante. 
Quei processi, invece, che costituiscono la base del 
metabolismo funzionale, hanno velocità e durata di- 
versa, a seconda della loro intensità e del periodo 
della giornata in cui si svolgono. L'assunzione dei 
nutrienti è comunque discontinua nell’arco della 
giornata (tre-quattro volte al giorno) e, solitamente, 
non avviene in corrispondenza della richiesta tem- 
porale del metabolismo funzionale; pertanto, a se- 
guito del pasto, i nutrienti in eccesso sono accumu- 
lati come riserva e vengono mobilitati da tali riser- 
ve lontano dai pasti. 

Va ricordato che alcuni organi o tessuti, per via 
della loro peculiare espressione fenotipica, hanno 
esigenze di nutrienti particolari. Il tessuto nervoso, 
per esempio, che è carente di quasi tutti gli enzimi 
della B-ossidazione, richiede un continuo apporto di 
glucosio, in misura di circa 80 mg/min, per un tota» 
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le di circa 120 g al giorno (il 35-50% del consumo 
totale di glucosio). I globuli rossi privi di mitocon- 
dri, e quindi dipendenti esclusivamente dalla glico- 
lisi per l’approvvigionamento di ATP, hanno un 
consumo di glucosio di 25 mg/min, per un totale di 
circa 37 g al giorno (il 12-15% del consumo totale 
di glucosio). Anche la midollare del surrene e del 
rene sono strettamente glucosio-dipendenti sotto il 
profilo energetico. Il miocardio, invece, copre il 
proprio fabbisogno energetico per oltre il 90% con 
acidi grassi, pur possedendo un efficace apparato 
glicolitico. Sia il miocardio sia il tessuto nervoso 
sono in grado di impiegare i corpi chetonici, per 
scopi energetici in condizioni di carenza di gluco- 
SIO. 

Il nostro organismo regola l’utilizzo dei nutrien- 
ti in risposta all’assunzione o meno di cibo. Tale re- 
golazione, ed il mantenimento dell’omeostasi del 
glucosio, richiedono segnali chiave che comunichi- 
no ai vari organi lo stato di alimentazione. I princi- 
pali segnali circolanti sono gli ormoni, in particola- 
re insulina, glucagone, catecolammine, glucocorti- 
coidi ed ormoni tiroidei. Ad esempio, un alto rap- 
porto insulina/glucagone, tipico dello stato post- 
prandiale, promuove l’immagazzinamento di car- 
boidrati e lipidi; viceversa un basso rapporto insuli- 
na/glucagone, tipico dello stato di digiuno, stimola 
la lipolisi nel tessuto adiposo e la produzione epati- 
ca di glucosio al fine di rifornire i tessuti che utiliz- 
zano esclusivamente questo zucchero quale fonte 
energetica. Il controllo ormonale è esercitato trami- 
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te meccanismi molecolari, quali la fosforilazione 
reversibile e l’espressione di enzimi chiave (si ri- 
corda che il glucagone agisce tramite AMPc che a 
sua volta attiva protein chinasi con conseguente fo- 
sforilazione, mentre l’insulina stimola l’attività di 
protein fosfatasi con conseguente defosforilazione; 
il livello degli enzimi viene modulato sia a livello di 
sintesi che a livello di degradazione lisosomiale e 
proteasomiale). Al controllo ormonale si aggiunge 
il controllo diretto (tra cui l’attivazione o l’inibizio- 
ne allosterica), mediato dalla disponibilità di sub- 
strati e prodotti. 

I meccanismi di controllo permettono di mante- 
nere i valori glicemici in un ambito ristretto fa 3,3 
(digiuno prolungato) e 8,3 mmol/L (dopo pasto glu- 
cidico) (60-150 mg/dL), nonostante variazioni an- 
che considerevoli nell’apporto alimentare e nell’at- 
tività fisica [i valori della glicemia dopo digiuno 
notturno sono usati come un criterio di diagnosi 
della tolleranza glucidica; sono considerati norma- 
li i valori di 4,4-6,7 mmol/L (70-110 mg/dL)] (vedi 
Figura 24.6). L'entità del fabbisogno di glucosio da 
parte del cervello e la costante velocità del suo uti- 
lizzo rendono necessario evitare che la glicemia 
scenda al di sotto di 40-45 mg/100 ml (circa 2,5 
mmol/L), pena l’instaurarsi di uno stato di coma 
ipoglicemico. Se i meccanismi di controllo sono al- 
terati, un normale pasto contenente glicidi è seguito 
da un aumento della glicemia al di sopra della so- 
glia renale per il glucosio (intorno a 10 mM), con 
conseguente perdita urinaria. 
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Figura 24.6 Rappresentazione schematica dell'andamento della glicemia e della insulinemia nel- 
l'arco della giornata in rapporto con l'assunzione di tre pasti (indicati dalle frecce) 
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Assetto metabolico a seguito di un 
pasto 


Si consideri un pasto standard, con un contenu- 
to calorico di 500-700 kcal, delle quali il 55-60% 
fornito dai glicidi, il 25-30% dai lipidi ed il 12-15% 
dalle proteine. Il glucosio alimentare è captato dagli 
enterociti, una piccola parte è utilizzata dall’entero- 
cita stesso, ma la gran parte viene immessa nella ve- 
na porta tramite trasporto facilitato che utilizza il 
GLUT?2. L'elevata K,, di questo trasportatore (circa 
20 mM) consente un flusso di glucosio, che, duran- 
te l’assorbimento intestinale, raggiunge nel circolo 
portale concentrazioni anche 3-4 volte superiori a 
quelle del circolo generale. Il fegato è capace di 
captare una notevole quantità di glucosio poiché 
possiede anch’esso i trasportatori insulino-indipen- 
denti GLUT2, che permettono una captazione di- 
pendente dalla concentrazione ematica dello zuc- 
chero. 

Il fegato possiede uno specifico isoenzima del- 
l’esochinasi, /’esochinasi IV o glucochinasi. Questo 
isoenzima ha un’affinità molto più bassa per il glu- 
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cosio rispetto alle altre isoforme di esochinasi, es 
sendo semisaturo a circa 6 mmol/L di glucosio; ciò 
permette alla glucochinasi di rispondere alle au- 
mentate concentrazioni di glucosio che si verifica- 
no a seguito del pasto. Inoltre, a differenza delle al- 
tre esochinasi, la glucochinasi non è soggetta ad ini- 
bizione da livelli fisiologici di G-6-P. La glucochi- 
nasi è anche il primo punto di controllo del metabo- 
lismo glucidico epatico da parte dell’insulina. 
L’induzione della glucochinasi, promossa dall’insu- 
lina, aumenta fortemente la capacità del fegato di 
fosforilare il glucosio a G-6-P, col vantaggio di 
mantenere bassa la concentrazione intracellulare 
del glucosio e di rifornire abbondantemente i meta- 
bolismi G-6-P dipendenti: glicolisi (G-6-P + F-6-P 
—), via dei pentosi fosfati (G-6-P + 6-P-gluconato 
>) e glicogeno sintesi (G-6-P + G-1-P +). 

Si esaminino ora le variazioni postprandiali del- 
le concentrazioni ematiche di insulina, glucosio, 
acido lattico, acidi grassi liberi e trigliceridi legati ai 
chilomicroni o alle lipoproteine totali (Fig. 24.7). 

Già 30 min dopo il termine del pasto, /a concen- 
trazione ematica di insulina subisce un aumento di 
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Figura 24.7 Variazione delle concentrazioni plasmatiche di insulina, glucosio, acido lattico, acidi 
grassi non esterificati, e trigliceridi legati ai chilomicroni o alle lipoproteine totali nelle prime 6 


ore dopo un pasto normale 
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5-/0 volte fino a raggiungere valori di 500-600 
pmol/L; tali valori si mantengono elevati per 1 ora 
e poi decrescono rapidamente fino a riportarsi ai li- 
velli iniziali (intorno a 50-60 pmol/L) dopo 5-6 ore. 
AI forte rialzo dell’insulinemia, corrisponde una 
moderata diminuzione del livello ematico di gluca- 
gone, con un forte aumento del rapporto 
insulina/glucagone (al contrario, dopo 3-4 ore dal 
pasto il livello di glucagone comincia ad aumentare 
fino a raggiungere 1 valori massimi al termine del 
giornaliero digiuno notturno). 

Parallelamente al comportamento dell’insulina, 
anche /a glicemia subisce un aumento del 60-70% 
rispetto ai valori di partenza (4,5-5 mmol/L), con 
un massimo dopo 30-60 min, per poi tornare ai va- 
lori iniziali entro le 2 ore dal termine del pasto. La 
concentrazione ematica di acido lattico aumenta di 
oltre 2.5 volte con un massimo di 1.2 mmol/L dopo 
l ora e ritorna ai valori di partenza dopo 4-5 ore. Al 
contrario, la concentrazione ematica degli acidi 
grassi non esterificati (0,5-0,55 mmol/L) si abbassa 
rapidamente e drasticamente fino a valori di 1/10 
ad 1 ora dal termine del pasto, per poi aumentare 
gradualmente e raggiungere i valori di partenza do- 
po 6 ore. I trigliceridi legati ai chilomicroni inco- 
minciamo a comparire nel sangue dopo 1 ora dalla 
fine del pasto ed aumentano fino a raggiungere il 
massimo di concentrazione (0,2-0,25 mmol/L) a 4 
ore, per poi diminuire fino a scomparire del tutto al- 
la fine del digiuno notturno. I trigliceridi plasmatici 
totali hanno un comportamento simile a quello dei 
trigliceridi legati ai chilomicroni passando da 0,6- 
0,7 a 1,4-1,5 mmol/L dopo 4-5 ore dal pasto, per ri- 
tornare ai valori di partenza dopo 7-8 ore. 

Tali variazioni di concentrazione di glucosio, 
acido lattico, acidi grassi non esterificati e triglice- 
ridi riflettono gli effetti della regolazione metaboli- 
ca esercitati da insulina e glucagone. A livello epa- 
tico, la glicolisi decorre ai massimi regimi, in quan- 
to gli enzimi chiave F-6-P-chinasi e piruvato-china- 
si, defosforilati per azione dell’insulina, raggiungo- 
no la massima attività. Anche la piruvato deidroge- 
nasi è attiva nella forma defosforilata, consentendo 
la pronta formazione di acetil-CoA, il cui aumento 
stimola la piruvato carbossilasi con produzione di 
ossalacetato. Si raggiunge pertanto un assetto meta- 
bolico in cui il rifornimento (anaplerosi) del ciclo 
di Krebs avviene per il tramite dell’ossalacetato e 
dell’acetil-CoA, entrambi d’origine glucidica. 
L’abbondanza di ossalacetato e di acetil-CoA giun- 
ge presto a produrre citrato in quantità tali da sopra- 
saturare il ciclo di Krebs (il cui flusso è regolato 
dall’operatività della catena respiratoria, a sua vol- 
ta controllata dalla disponibilità di ADP, e quindi 
dal consumo di ATP). // citrato in eccesso è tra- 


sportato dal mitocondrio al citosol, dove la citrato- 
liasi lo scompone in ossalacetato e acetil-CoA. Nel 
citosol l’acetil-CoA diventa disponibile per la sua 
polimerizzazione ad acidi grassi, sostanze isopre- 
noidi e colesterolo. Anche in questi processi l’insu- 
lina svolge un ruolo rilevante: essa, infatti, attiva 
l’acetil-CoA carbossilasi (che porta alla formazione 
di malonil-CoA), stimola l’espressione degli enzimi 
della biosintesi ex novo degli acidi grassi (con pro- 
duzione di acidi grassi a lunga catena) e attiva la [}- 
idrossi-B-metilglutaril-CoA reduttasi (favorendo la 
produzione di mevalonato e quindi di composti iso- 
prenoidi e colesterolo). Questi processi di polime- 
rizzazione dell’acetil-CoA sono riduttivi e dipen- 
denti dal NADPH: il loro decorso implica un ade- 
guato rifornimento di NADPH e quindi un corri- 
spondente flusso del ciclo dei pentosi. Finché il ma 
lonil-CoA è presente nel citosol viene esercitata una 
potente azione inibitoria sulla carnitina-acil-CoA 
transferasi 1 (CPT1) con conseguente inibizione del 
trasferimento degli acil-CoA al mitocondrio. Di 
conseguenza, il processo della B-ossidazione degli 
acidi grassi rimane silente e l’unica sorgente di ace- 
til-CoA è il glucosio. Gli acidi grassi formatisi nel 
citosol ed il glicerolo-fosfato, derivante dalla ridu- 
zione del diidrossiacetone-fosfato (intermedio della 
glicolisi), vengono avviati verso la biosintesi dei 
trigliceridi. Anche gli acidi grassi esogeni assunti 
dal torrente circolatorio (a seguito della degradazio- 
ne intravasale dei chilomicroni e del catabolismo 
intraepatico dei chilomicroni secondari) sono incor- 
porati nei trigliceridi. 7rigliceridi e colesterolo so- 
no quindi assemblati nelle VLDL e così esportati 
nel sangue. 

L’insulina gioca, infine, un ruolo chiave nella 
biosintesi del glicogeno epatico. La glicogeno sin- 
tetasi, infatti, è attiva nella forma defosforilata, for- 
ma prevalente in presenza di insulina, 
L’abbondanza di G-6-P, durante la fase d’assorbi- 
mento del glucosio alimentare, garantisce la percor- 
renza di questo percorso metabolico. Il flusso della 
glicogenosintesi aumenta ulteriormente perché le 
elevate concentrazioni citosoliche di citrato inibi- 
scono allostericamente la F-6-P chinasi: in queste 
circostanze, che si instaurano dopo 1-2 ore dal pa- 
sto, il flusso glicolitico si riduce ed il quadro meta- 
bolico tende ad avviarsi verso l’innesco della gluco- 
neogenesi che inizia dopo 3-4 ore dal pasto. 
L’assetto postprandiale del metabolismo glicidico € 
lipidico nel fegato è schematicamente riassunto nel- 
la Fig. 24.8. 

Negli organi extraepatici, gli effetti dell’insulina 
sono particolarmente evidenti a livello del /essu/o 
adiposo e del muscolo scheletrico: l'ormone provo: 
ca, innanzitutto, la traslocazione del trasportatore 
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Figura 24.8 Assetto del metabolismo glicidico e lipidico nel fegato a seguito di un pasto 


l'assetto è governato dalla azione preponderante dell’insulina: azione di induzione di enzimi, indicata dal simbolo, 
o di attivazione o inibizione di enzimi conseguente alla defosforilazione proteica promossa dall‘ ormone, indicati rispet- 


tivamente con i simboli 


O o ®. Importante è pure l’inibizione ([2)) della acilazione del trasportatore carnitina-dipen- 


dente, esercitata dal malonil-CoA e l'attivazione (H]}) della piruvato carbossilasi sostenuta dall’acetil-CoA.3-PGA: 3- 
fosfogliceraldeide; DiHA-P diidrossiaceton-fosfato.j CR: catena respiratoria; CK: ciclo di Krebs. 


del glucosio GLU74 dal citosol alla membrana pla- 
smatica. Questo trasportatore ha una bassa K,,, in- 
torno a 5S mM, e può quindi facilmente raggiungere 
la velocità massima alle concentrazioni di glucosio 
plasmatico presenti nelle prime 2 ore dopo il pasto 


(7-8 mM), nella fase appunto dell’iperglicemia post 
prandiale. L'aumento dei trasportatori sulla mem- 
brana, in concomitanza con la maggiore disponibi- 
lità di glucosio nel sangue, facilita l'ingresso di glu- 
cosio, con un incremento del flusso glicolitico. 
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L’incremento è tale che, in parte, la glicolisi decor- 
re in condizioni anaerobiche con forte produzione 
di acido lattico, che passa nel sangue: da qui deriva 
la forte iperlatticidemia nelle prime due ore dopo il 
pasto. Sarà compito del fegato assumere l’acido lat- 
tico, ossidarlo ad acido piruvico ed utilizzarlo, par- 
ticolarmente, per la gluconeogenesi. 

Nel muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo 
l’abbondante flusso della glicolisi ha le stesse con- 
seguenze osservate nel fegato: l’uso pressoché 
esclusivo del glucosio a scopo energetico e l’avvio 
delle eccedenze verso i depositi. Nel muscolo sche- 
letrico il deposito principale è il glicogeno, la cui 
massima concentrazione (fatto salvo l’impatto di 
un'intensa attività fisica) si raggiunge dopo 4-5 ore 
dal pasto. Nel tessuto adiposo il deposito è costitui- 
to dai trigliceridi e l’azione dell’insulina è impo- 
nente. L’effetto più precoce dell’insulina in questo 
tessuto è la defosforilazione della lipasi, con imme- 
diato blocco della sua azione e del rilascio di acidi 
grassi nel sangue: è questa la causa della drastica 
caduta dei livelli ematici degli acidi grassi non este- 
rificati osservabili già entro 1 ora dalla fine del pa- 
sto. Nel contempo, il glucosio eccedente presente 
nel tessuto adiposo è convertito in acidi grassi e gli- 
cerolo, e quindi in trigliceridi. 

L’accumulo di trigliceridi è ulteriormente facili- 
tato, in quanto l’insulina aumenta anche l’attività 
delle /inoproteine lipasi del tessuto adiposo; dopo le 
due ore dal pasto cominciano, infatti, a comparire 
nel sangue i chilomicroni e le VLDL, dalle quali le 
lipoproteine lipasi liberano acidi grassi, che sono 
direttamente assunti dagli adipociti ed avviati alla 
biosintesi dei trigliceridi. 

Gli amminoacidi, liberatisi gradualmente dalla 
digestione delle proteine alimentari (quello delle 
proteine è il processo digestivo più lento; può dura- 
re parecchie ore), sono assorbiti a livello intestina- 
le, raccolti nel circolo portale ed avviati nel fegato. 
La composizione amminoacidica del sangue porta- 
le è diversa da quella delle proteine alimentari: il 
contenuto percentuale di alanina è aumentato e 
quello della glutammina diminuito, a seguito di in- 
terventi metabolici effettuati dagli enterociti. Nel 
fegato gli amminoacidi vengono metabolizzati, in- 
terconvertiti fra di loro, in parte trattenuti per soddi- 
sfare il fabbisogno proteico epatico e, per il resto, 
restituiti al circolo venoso refluo e distribuiti in pe- 
riferia. Gli amminoacidi a catena ramificata, che 
costituiscono circa il 25% degli amminoacidi pre- 
senti nelle proteine alimentari, non sono utilizzati 
dal fegato ma vengono usati prevalentemente dal 
tessuto muscolare. Il muscolo in parte li incorpora 
nelle proprie proteine, che ne sono particolarmente 
ricche, in parte li degrada a scopi energetici: la va- 





lina è ossidata a succinil-CoA, la leucina ad acetil- 
CoA ed acetoacetato, l’isoleucina ad acetil-CoA € 
succinil-CoA. Per effetto della transaminazione, il 
muscolo produce e rilascia nel torrente circolatorio 
alanina e glutammina; l’alanina viene captata dal 
fegato e la glutammina dal rene e dall’intestino. Nel 
rene la glutammina viene degradata ad NH, ed o 
chetoglutarato, convertita in serina e rilasciata nel 
sangue oppure impiegata a scopi biosintetici, 
L’intestino converte la glutammina in alanina, ché 
viene di nuovo rilasciata nel sangue portale e prele- 
vata dal fegato. Il flusso degli amminoacidi d’origi- 
ne alimentare fra i principali organi e tessuti è sche- 
matizzato nella Figura 24.9. 

Va ricordato che ciascun organo o tessuto capta 
dal sangue gli amminoacidi nella qualità e nella 
quantità aderente alle esigenze del proprio metabo» 
lismo proteico, molto diverso da un tessuto od orga 
no all’altro. Come infatti riportato nella Tabella 
24.XXV, la percentuale di proteine rinnovate gior 
nalmente passa da oltre 1°80% nell’intestino tenue 
al 60% nel fegato, al 12 % nel tessuto muscolare 
scheletrico e cardiaco. Considerando però la sintesi 
totale di proteine al giorno è il tessuto muscolare 
scheletrico a dare il maggior contributo (circa il 
40%), seguito dal fegato (24%), l’intestino tenue 
(18%), il tessuto nervoso (13%), fino al miocardio 
(circa lo 0.4%). 


Tabella 24.XXV 


“Turnover” proteico nell'organismo in toto e in vari or 
gani o tessuti. | valori indicati sono stime, con appros 
simazione accettabile, derivate da studi effettuati su 
animali (ratto) e, limitatamente ad alcuni organi e tes 
suti, anche sull'uomo. 
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Figura 24.9 Distribuzione e destino degli amminoacidi (AA) alimentari dopo un pasto: ruolo del- 
l'intestino, del fegato, del muscolo scheletrico e del rene 


Assetto metabolico al termine del 
digiuno fisiologico notturno 


Dopo 4-5 ore dal pasto, si entra nello stato di di- 
giuno a meno che non sopraggiunga un nuovo pa- 
sto; tipico è il digiuno notturno della durata di circa 
7-8 ore, cioè quello che segue l’ultimo pasto della 
giornata. In questa fase, il corpo rilascia le riserve 
endogene per soddisfare le proprie richieste energe- 
tiche. I livelli ematici di glucosio devono essere 
mantenuti per permettere, in particolare, la funzio- 
ne cerebrale, così l’organismo risponde in maniera 
coordinata e tessuto-specifica per regolare l’ap- 
provvigionamento e l’utilizzo delle scorte di ener- 
gia. /l fegato è l'organo che provvede ad immettere 
il glucosio nel torrente circolatorio, in quantità sti- 
mata di 130 mg/min; il glucosio è prodotto per la 
maggior parte dalla degradazione del glicogeno 
epatico ed in misura minore dalla gluconeogenesi. 
L’abbassamento dei livelli ematici di glucosio (4-5 
mmol/L), conseguente al mancato apporto esogeno, 


causa un calo dei livelli di insulina (50-60 pmol/L) 
ed un aumento della secrezione di glucagone (20-25 
pmol/L). Nell’uomo il glucagone agisce a livello 
epatico dove una delle sue prime azioni è quella di 
stimolare la scissione del glicogeno tramite l’attiva- 
zione (per fosforilazione) della glicogeno fosforila- 
si. Poiché il fegato contiene la glucosio-6-fosfatasi, 
il G-6-P derivato dalla g/icogenolisi viene rilasciato 
in circolo come glucosio libero. 

Tuttavia, se tutti i tessuti usassero il glucosio co- 
me fonte principale d’energia, le riserve di glicoge- 
no epatico non durerebbero a lungo. Pertanto, g/i 
altri tessuti indirizzano in parte il proprio metabo- 
lismo verso fonti alternative d'energia, prolungan- 
do così la disponibilità di glicogeno epatico. Il bas- 
so rapporto insulina/glucagone rimuove l’inibizio- 
ne della lipolisi nel tessuto adiposo, che è invece 
stimolata dal contemporaneo rilascio di adrenalina. 
L’effetto combinato del calo d’insulina e dell’au- 
mento dell’adrenalina porta così ad un aumento dei 
livelli di acidi grassi non esterificati in circolo (0,5- 
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Tabella 24.XXVI 


Riserve energetiche di un soggetto adulto normopeso ed in buone condizioni di salute (peso = 65 kg) e calco» 
lo teorico del periodo di tempo (in giorni) in cui lo stesso potrebbe sopravvivere in condizioni di completo digiu. 
no calorico (assenza di alimenti con esclusione dell’acqua). Si assume che la massima quantità di proteine usa. 
bili sia il 50% di quelle iniziali e che il consumo calorico giornaliero sia di 2000 kCal. 





Carboidrati 


Lipidi 
Trigliceridi dai depositi 
Proteine 


0,6 mmol/L). La presenza di acidi grassi in circolo 
stimola il muscolo scheletrico - come pure il mu- 
scolo miocardico ed altri organi non strettamente 
glucosio-dipendenti - ad utilizzarli in modo prefe- 
renziale rispetto al glucosio. Gli alti livelli di acidi 
grassi portano ad un’attivazione della malonil-CoA 
decarbossilasi e ad un’inibizione della acetil-CoA 
decarbossilasi con conseguente calo dei livelli di 
malonil-CoA; viene così rimossa l’inibizione della 
carnitina palmitoiltransferasi 1 con aumento dell’u- 
tilizzo degli acidi grassi a livello della matrice mi- 
tocondriale. L’ossidazione degli acidi grassi porta a 
produzione di acetil-CoA, NADH, ATP che inibi- 
scono il metabolismo del glucosio tramite inibizio- 
ne a feed-back della piruvato deidrogenasi ed inibi- 
zione allosterica della fosfofruttochinasi, rispar- 
miando così l’utilizzo del glucosio da parte del mu- 
scolo. 

Le riserve di glicogeno epatico sono comunque 
limitate (vengono deplete approssimativamente da 
24 ore di digiuno) e pertanto un’ulteriore quota di 
glucosio si ottiene dalla g/uconeogenesi. I substrati 
della gluconeogenesi sono il /attato, il glicerolo, 
originato dall’idrolisi dei trigliceridi del tessuto adi- 
poso, e l’alanina, d’origine prevalentemente mu- 
scolare (l’assetto metabolico del fegato per l’eserci- 
zio della gluconeogenesi è descritto dettagliatamen- 
te nel capitolo sul metabolismo glicidico al quale si 
rimanda). In questa fase il cervello utilizza circa la 
metà del glucosio disponibile; si calcola che dei 130 
mg/min di glucosio erogati dal fegato, 80 mg/min 
circa sono prelevati dal cervello, 20-25 mg/min dal 
muscolo scheletrico e dal miocardio, 20-25 mg/min 
dagli eritrociti e dalla midollare del rene e 3-4 
mg/min dai rimanenti organi e tessuti. 

Al termine del digiuno notturno, pertanto, il fab- 
bisogno energetico basale è soddisfatto dall’ossi- 
dazione degli amminoacidi per il 8-10%, dal gluco- 
sio per il 35-40% e dagli acidi grassi per il 48-55%. 


Glucosio libero 0,012 48 <<’ 
Glicogeno (muscolare ed epatico) 0,450 1.800 





25.000 
Totali 144.000 


Assetto metabolico nel digiuno 
prolungato 


Per digiuno prolungato (‘‘starvation’’) s'intende 
la massima durata di astensione dal cibo che un 
soggetto inizialmente in buone condizioni nutrizio- 
nali (cioè normopeso ed in stato di salute) può sop- 
portare. Nel digiuno prolungato deve essere garan- 
tito l'esercizio delle funzioni fondamentali: condu- 
zione nervosa, trasporto dell’ossigeno, escrezione 
renale delle scorie metaboliche, secrezioni endocri- 
ne, attività muscolare (in particolare quelle legate 
alla respirazione polmonare) etc. Quindi, deve esse- 
re reso disponibile un adeguato apporto di: (a) glu- 
cosio o altro combustibile al tessuto nervoso; (b) 
glucosio agli eritrociti ed alla midollare del rene e 
del surrene; (c) acidi grassi al tessuto muscolare. 

Allo scopo di differenziarlo dal digiuno postpran- 
diale notturno, si può schematicamente stabilire che il 
digiuno prolungato ha inizio dopo 10-12 ore dall’ulti- 
mo pasto. La sopravvivenza di un soggetto adulto 
normopeso in digiuno prolungato può essere appros- 
simativamente valutata stabilendo di quanta energia il 
soggetto dispone e cioè di quanti carboidrati, lipidi e 
proteine è provvisto (Tabella 24.XXVI). 

Sempre come approssimazione, si può stabilire 
che il glicogeno ed i trigliceridi possono essere uti- 
lizzati completamente, mentre le proteine possono 
essere utilizzate solo per il 50%, in quanto, oltre un 
certo limite, la riduzione delle proteine muscolari (e 
quindi della massa muscolare) porta ad insufficien- 
za respiratoria e quella delle proteine plasmatiche 
porta ad abbassamento delle difese immunitarie con 
inesorabile comparsa di complicanze mortali (per 
es. polmoniti). Come riportato nella Tabella 
24.XXIV, per un soggetto di 65 kg sarebbero dispo- 
nibili circa 144.000 kcal, che coprono teoricamente 
il fabbisogno di 72 giorni (per un consumo calorico 
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di 2000 kcal al giorno). Considerando che il meta- 
bolismo basale, come pure l’attività fisica, si ridu- 
cono durante il digiuno, si possono aggiungere altri 
10-15 giorni. 

Come le riserve di glicogeno cominciano a scar- 
seggiare, /a gluconeogenesi diviene sempre più im- 
portante fino a rappresentare la sola fonte di gluco- 
sio dopo circa 24 ore di digiuno. Durante il digiuno, 
i tessuti obbligatoriamente glicolitici (ad esempio gli 
eritrociti) continuano ad utilizzare glucosio, ma con- 
servano lo scheletro carbonioso sotto forma di latta- 
to che viene riciclato a glucosio nel fegato (ciclo di 
Cori); l'energia per il ciclo è fornita dagli acidi gras- 
si. Un meccanismo analogo avviene per l’alanina 
che il fegato ricicla a glucosio (ciclo glucosio-alani- 
na); l’alanina è l’amminoacido quantitativamente 
più importante per la gluconeogenesi ed il suo sche- 
letro carbonioso deriva principalmente dal metabo- 
lismo del glucosio, via piruvato, nel muscolo e nei 
tessuti periferici. Ma il riciclo del glucosio non può 
sopperire al consumo netto di glucosio da parte del 
cervello per cui è richiesta una sintesi di “nuovo” 
glucosio a partire da glicerolo ed amminoacidi. La 
quantità di glucosio ricavata dal glicerolo è relativa- 
mente piccola (circa 18 g al giorno), ma pressoché 
costante. La maggior fonte di glucosio sono gli am- 
minoacidi derivanti dalla scissione delle proteine 
corporee. Inizialmente la principale fonte sono le 
proteine epatiche, ma poi diventa preponderante la 
quota derivante dalle proteine muscolari. 

Non tutto lo scheletro carbonioso dell’amminoa- 
cido viene trasformato in glucosio; si calcola che per 
sintetizzare un grammo di glucosio sia necessaria 
una media di 1,7 g di amminoacidi. Perciò per man- 
tenere il rifornimento giornaliero di 110-120 g di 
glucosio al cervello sarebbero necessari 160- 200 g 
di proteine al giorno. Poiché questo non è chiara- 
mente sostenibile, l'organismo, già dopo il secondo 
giorno, inizia a limitare l’uso di glucosio, riducendo 
la gluconeogenesi e risparmiando le proteine. 
Parallelamente, si assiste ad un aumentato utilizzo 
degli acidi grassi. Gli alti livelli di acidi grassi in 
circolo portano alla loro solo parziale ossidazione 
nel fegato e quindi alla conseguente maggiore pro- 
duzione di corpi chetonici. / corpi chetonici sono 
quindi rilasciati in circolo e la loro concentrazione 
aumenta con il digiuno. Molti organi, incluso il cer- 
vello, utilizzano i corpi chetonici come fonte energe- 
tica, risparmiando così il glucosio. L’alto livello di 
corpi chetonici in circolo induce acidosi metabolica 
e porta anche ad escrezione di corpi chetonici con le 
urine: la perdita di energia con le urine sembra il 
prezzo da pagare per fornire al cervello un substrato 
alternativo. In risposta alla chetoacidosi, sia per tam- 
ponare il pH che per limitare l’escrezione di cationi 


inorganici, i/ rene produce una maggior quantità di 
ioni ammonio NHyj' e di bicarbonato. Il substrato 
per la produzione di ammonio renale è dato dalla 
glutammina (derivante dalla proteolisi muscolare): 
lo scheletro carbonioso della glutammina viene uti- 
lizzato per produrre glucosio nella gluconeogenesi 
renale (nella fase avanzata di digiuno il rene divie- 
ne così un importante organo gluconeogenico, men- 
tre allo stesso tempo diminuisce la gluconeogenesi 
epatica). Pertanto, nel digiuno a lungo termine, il 
cervello è 11 solo organo che ossida completamente 
il glucosio, anche se il suo consumo avviene a velo- 
cità minore dato l’utilizzo dei corpi chetonici. Gli al- 
tri tessuti glicolitici lrmitano la glicolisi a lattato (0 
ad alanina) conservando così il potenziale gluconeo- 
genico. Il fegato ricava l’energia dalla parziale ossi- 
dazione degli acidi grassi e la maggior parte degli al- 
tri tessuti utilizza acidi grassi e corpi chetonici. 

L’assetto endocrino del digiuno prolungato è ca- 
ratterizzato da un sempre più basso rapporto insuli- 
na/glucagone, da una certa attivazione del sistema 
adrenergico, dalla graduale diminuzione della triio- 
dotironina (T3) nel sangue (vedi Figura 24.10) e 
dall’aumento del cortisolo. Di conseguenza, la pre- 
valenza della fosforilazione delle proteine sostenu- 
ta da glucagone e adrenalina si accentua, mantenen- 
do attiva la glicogenolisi (fino ad esaurimento del 
glicogeno, il che avviene entro la seconda giornata) 
e la lipolisi (con mantenimento di elevati livelli 
ematici di acidi grassi, intorno alle 0,55-0,6 
mmol/L). 

L’associazione g/ucagone-cortisolo, stimolando 
l’espressione genica, provoca rilevanti modificazio- 
ni del quadro enzimatico tessutale. Nel muscolo au- 
mentano le cafepsine, enzimi proteolitici che libera- 
no amminoacidi i quali, a seguito dei processi di 
transaminazione, vengono immessi nel torrente cir- 
colatorio, prevalentemente sotto forma di alanina e 
glutammina. Nel fegato aumentano: (a) le transami- 
nasi, la glucosio-6-P fosfatasi, la fruttosio-1,6 bisfo- 
sfato fosfatasi, la piruvato-carbossilasi e la fosfoe- 
nolpiruvato-carbossichinasi, col risultato di incenti- 
vare la gluconeogenesi da c-chetoacidi di origine 
amminoacidica; (b) la piruvato deidrogenasi-china- 
si, responsabile della fosforilazione (e quindi inatti- 
vazione) della piruvato deidrogenasi, con conse- 
guente blocco della decarbossilazione ossidativa 
del piruvato ed avvio del piruvato e del lattato alla 
gluconeogenesi; (c) la carnitina-palmitoiltransferasi 
e la B-idrossi, B-metilglutaril-CoA sintetasi, con sti- 
molo del processo f-ossidativo degli acidi grassi e 
della formazione di corpi chetonici; (d) la glutam- 
minasi e gli enzimi del ciclo dell’urea, che incenti- 
vano la rimozione dei gruppi amminici, rilasciati 
dagli amminoacidi, sotto forma di urea. La diminu- 
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Figura 24.10 Variazione della concentrazione plasmatica di triiodotironina, corpi chetonici e acidi 
grassi non esterificati e della escrezione giornaliera di azoto urinario durante il digiuno prolunga- 


to 





zione della triiodotironina ha due effetti: la cospi- 
cua diminuzione del metabolismo basale, con 
estensione della sopravvivenza, e la riduzione della 
degradazione proteica antagonizzando l’effetto pro- 
teolitico dell’accoppiata glucagone/cortisolo. In 
questa fase si ha un programma adattativo per con- 
servare le proteine muscolari e cellulari e gli ammi- 
noacidi essenziali, che altrimenti si esaurirebbero 
rapidamente. Come già detto, l’uso dei corpi cheto- 
nici riduce la gluconeogenesi, che rimane necessa- 
ria per i tessuti obbligatoriamente glicolitici (g/obu- 
li rossi, midollare del surrene). Si ha una riduzione 
della sintesi proteica ed un’inibizione della proteo- 
lisi cellulare e dell’ossidazione degli amminoacidi, 
che si riflette in un calo drastico dell’azoto urinario; 
si ha anche una riduzione del consumo di ossigeno 
e del metabolismo basale dovuti alla minore sintesi 
delle proteine mitocondriali coinvolte nella fosfori- 
lazione ossidativa. Questi effetti sono mediati dal- 
l'ulteriore calo di insulina e dall'aumento di gluca- 
cone; inoltre il calo degli ormoni tiroidei porta al- 
la diminuzione della degradazione proteica da par- 
te di lisosomi e proteasoma. 

Studi effettuati su pazienti obesi normometabo- 
lici assoggettati a digiuno terapeutico hanno con- 
sentito di verificare l’evolversi del digiuno e di di- 
stinguere le diverse fasi, illustrate nella Fig. 24.11. 


La prima fase, che occupa le prime due giorna- 
te dall'ultimo pasto, è caratterizzata da un consumo 
costante di glucosio di 7-8 g/ora. Il glucosio deriva 
dalla glicogenolisi e gluconeogenesi epatiche; la 
produzione di glucosio dalla glicogenolisi è massi- 
ma nelle prime 10-12 ore per esaurirsi entro la pri- 
ma giornata, mentre quella dalla gluconeogenesi in- 
comincia nella prima giornata e raggiunge il suo 
massimo al termine della seconda giornata quando 
tutto il glucosio ceduto al sangue origina dalla glu- 
coneogenesi. 

Dopo la seconda giornata si entra nella secon- 
da fase, detta di preparazione all’adattamento al 
digiuno, che dura circa tre settimane. In questa fa- 
se si raggiunge un assetto metabolico tale da rispar- 
miare il più possibile le proteine, pur producendo 
glucosio e garantendo la soddisfazione del fabbiso- 
gno energetico. Questo nuovo assetto è fondato sul- 
la riduzione del metabolismo basale, dovuto alla di- 
minuzione della tritodotironina, e dall’abbondanza 
di acidi grassi derivante dall’incentivazione della ll- 
polisi (vedi Figura 24.10). Nel fegato il maggior 
flusso della B-ossidazione produce una quantità di 
acetil-CoA eccedente rispetto a quella che può esse- 
re ossidata nel ciclo di Krebs. Pertanto una sempre 
crescente quantità di acetil-CoA viene avviata alla 
biosintesi dei corpi chetonici, la cui concentrazione 
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Figura 24.11 Le fasi del digiuno stabilite sulla base del consumo (g/ora) e della modalità di ap- 
provvigionamento del glucosio 


Nelle ultime fasi i corpi chetonici diventano importanti e quindi prevalenti sorgenti energetiche particolarmente per il 
tessuto nervoso. Da Ruderman et al. (1975), con modifiche. 


ematica sale da 0,2-0,3 mmol/L al secondo giorno a 
6-6,5 mmol/L dopo 22-24 giorni (vedi Figura 
24.10). L’aumentata lipolisi nel tessuto adiposo 
produce anche maggior quantità di glicerolo, che, 
raggiunto il fegato, viene convertito in glucosio. 
L’aumento in circolo dei corpi chetonici stimola l’e- 
screzione da parte del rene di H' (nella forma di 
NHy') ed il rilascio di glucosio derivante dalla glu- 
coneogenesi. Il tessuto nervoso assume corpi cheto- 
nici in notevole quantità ed, al termine del periodo 
di adattamento, quasi la metà del proprio fabbiso- 
gno energetico è coperto dai corpi chetonici. Di 
conseguenza il consumo di glucosio da parte del 
tessuto nervoso è praticamente dimezzato. Infatti 
dopo le prime tre settimane di digiuno il consumo 
totale di glucosio si è ridotto al 40-45% rispetto a 
quello esistente all’inizio del digiuno. 

L'aumento dei corpi chetonici ha un secondo ef- 
fetto, legato all’elevato rapporto acetil-CoA/ 
CoASH che lo sottende: ciò porta all’inibizione del- 
la deidrogenasi degli a-chetoacidi provenienti dalla 
transamminazione (o deamminazione) degli ammi- 


noacidi ramificati. L’inibizione di questo enzima ar- 
resta il processo di ossidazione degli amminoacidi 
ramificati, particolarmente rilevante nel muscolo, e 
conseguentemente frena la degradazione delle pro- 
teine in questo tessuto. Ciò rientra nella logica di 
raggiungere un assetto metabolico che consenta ri- 
sparmio di proteine e, quindi, maggior durata della 
resistenza all’assenza di cibo. 

Si entra così nella terza fase del digiuno carat- 
terizzata dall'adattamento alla privazione di cibo. 
In questa condizione il tessuto nervoso viene a sod- 
disfare per 2/3 il proprio fabbisogno calorico con i 
corpi chetonici, la cui concentrazione ematica rag- 
giunge 7-8 mmol/L, e per solo 1/3 con glucosio. Gli 
eritrociti continuano a funzionare con glucosio di 
riciclo, in quanto lo assumono dal sangue restituen- 
do lattato che, captato dal fegato ed ossidato a piru- 
vato, viene riconvertito in glucosio. Anche la mi- 
dollare del rene e del surrene utilizzano glucosio e, 
quindi, dipendono dalla gluconeogenesi. Il muscolo 
cardiaco ossida gli acidi grassi ed 1 corpi chetonici, 
mentre il muscolo scheletrico ed il fegato ossidano 
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Figura 24.12 Schema dell'assetto metabolico nelle condizioni di adattamento al digiuno: ruolo 
della gluconeogenesi epatica e renale, e della chetogenesi 


Le frecce in rosso evidenziano la gluconeogenesi e l’uso di glucosio, quelle in azzurro la lipolisi, la chetogenesi e l’u- 
g g 9g 


so di acidi grassi e corpi chetonici. 


gli acidi grassi. La gluconeogenesi epatica utilizza 
acido lattico, glicerolo e chetoacidi di origine am- 
minoacidica, mentre quella renale utilizza solo le 
catene carboniose amminoacidiche. Questa situa- 
zione è illustrata schematicamente nella Figura 
24.12. Essa si può considerare un ‘estremo metabo- 
lico” e può protrarsi per qualche settimana, a secon- 
da dell’abbondanza “ab initio” delle scorte lipidi- 
che del tessuto adiposo. 


Nella fase finale, esauriti i grassi di riserva, ri- 
comincia l'utilizzo delle proteine muscolari e delle 
proteine corporee, sostenibile per breve tempo; 
quando però le proteine dell’organismo incomincia- 
no ad essere degradate per oltre il 50%, la debolez- 
za muscolare è tale (soprattutto da parte dei musco- 
li della respirazione) che sopravviene il decesso. 
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INTRODUZIONE 


Il fegato rappresenta una centrale metabolica fondamentale all’omeostasi dell’in- 
tero organismo. Adibito ad una controllata distribuzione dei metaboliti ai tessuti ex- 
traepatici, più di ogni altro organo o tessuto dispone della più ampia versatilità e fles- 
sibilità metabolica, tanto che pressoché tutti i processi metabolici, con l’eccezione di 
alcuni peculiari dei tessuti altamente specializzati, si riscontrano in questo organo 

Le peculiari relazioni anatomiche, con la sua /ocalizzazione tra circolo portale e 
circolazione generale, e l’espressione specifica di enzimi e isoenzimi, trasportatori e 
recettori sono rilevanti nelle proprietà funzionali del fegato. Le funzioni svolte dal fe- 
gato sono molteplici e possono essere così sintetizzate: 1) rappresenta un importante 
centro di selezione, smistamento, elaborazione e detossificazione sia nei confronti del- 
le sostanze provenienti dall'intestino (prodotti della digestione e dell’assorbimento 
delle sostanze nutritive, così come prodotti della flora batterica intestinale e sostanze 
estranee), sia nei confronti di sostanze provenienti da organi periferici che giungono 
al fegato tramite la circolazione generale; 2) è fondamentale nell’omeostasi del gluco- 
sio, degli amminoacidi e dei diversi lipidi plasmatici; 3) sintetizza, modifica, ricicla e 
degrada le lipoproteine; 4) sintetizza la maggior parte delle proteine plasmatiche, 
comprese quelle della coagulazione e della fase acuta dell’infiammazione; 5) è re- 
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sponsabile dell’eliminazione dell’ammoniaca, sin- 
tetizzando ed eliminando l’urea; 6) svolge un ruolo 
di ghiandola esocrina, sintetizzando e secernendo i 
sali biliari, necessari alla digestione e all’assorbi- 
mento dei lipidi alimentari; 7) partecipa all'emoca- 
teresi, contribuendo alla degradazione dell’emo- 
globina e permettendo l’escrezione della bilirubina. 


CARATTERISTICHE ANATOMO- 
FUNZIONALI DEL FEGATO 


Il fegato è un organo addominale, del peso di 
circa 1,5 kg, corrispondente al 2,5-3,0% del peso 
corporeo; riceve il 20-25% del sangue provenien- 
te dal cuore sia attraverso la vena porta (per il 
75%), sia dall’arteria epatica (per il restante 25%). 
È costituito da due lobi, destro e sinistro, che a lo- 
ro volta sono organizzati in lobuli a struttura esa- 
gonale, con gli epatociti sistemati a raggiera intor- 
no alla vena centrale, che raccoglie il sangue re- 
fluo dai sinusoidi, che a loro volta ricevono il san- 
gue dalla vena porta e dall’arteria epatica, tramite 
venule e arteriole epatiche (Fig. 25.1). Il sangue 
proveniente dal sistema venoso portale e dal siste- 
ma arterioso epatico confluisce in un capillare co- 
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mune, in modo che si misceli prima di entrare nei 
sinusoidi epatici. 

I sinusoidi sono capillari che percorrono i lobu- 
li epatici; sono tappezzati da ce/lule endoteliali “fe- 
nestrate”, che favoriscono il passaggio di piccole 
molecole verso le cellule epatiche. Parallelamente 
ai sinusoidi decorrono i canalicoli biliari, nei quali 
il flusso è in senso opposto a quello ematico (Fig. 
25.2); questi sfociano nei dotti biliari, in connessio- 
ne con la cistifellea e con il duodeno tramite il dotto 
biliare comune. 

Gli epatociti si irradiano dalla venula centrale 
verso la periferia del lobulo e vanno incontro a una 
zonazione metabolica funzionale; la loro disposi- 
zione è infatti strettamente correlata alla specializ- 
zazione funzionale (Fig. 25.2). Quelli collocati più 
perifericamente (epatociti periportali), a contatto 
con il sangue di origine portale e arterioso, ricco di 
substrati energetici e di ossigeno, hanno infenso 
metabolismo ossidativo (utilizzano prevalentemen- 
te acidi grassi come carburante) e ruolo glucostati- 
co (efficiente gluconeogenesi e metabolismo del 
glicogeno), mentre quelli più centrali, prossimi alla 
venula centrolobulare (epatociti perivenosi) sono 
più attivi nella g/icolisi anaerobia, nella liponeoge- 
nesi e nella chetogenesi. Questa differente specia- 
lizzazione funzionale non è esclusiva nel distretto 
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Figura 25.1 Sezione trasversale del fegato, illustrante la struttura lobulare e la disposizione dei 
vasi ematici afferenti (ramificazioni della vena porta e dell'arteria epatica) e dei vasi efferenti (ve- 


na centrolobulare e canalicolo biliare) 
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Figura 25.2 Rappresentazione schematica di un lobulo epatico in sezione longitudinale che evi- 
denzia i rapporti tra epatociti, vasi ematici e linfatici e la compartimentazione metabolica conse- 
guente alla diversa vascolarizzazione degli epatociti 


periferico o centrale, ma rappresenta un “gradiente” 
con la prevalenza di alcuni processi metabolici alla 
periferia e di altri al centro del lobulo. Specifica è 
invece la localizzazione dell’impegno metabolico 
nel metabolismo dell’ammoniaca: gli epatociti pe- 
riportali sono infatti sede esclusiva della sintesi 
dell’urea, mentre i perivenosi esprimono la glutam- 
mina sintetasi e sono specializzati nella sintesi del- 
la glutammina. Questa compartimentazione, (prefe- 
renziale o specifica) costituisce un modo per suddi- 
videre l’intenso lavoro metabolico tra i diversi epa- 
tociti, permettendo così lo svolgimento efficiente e 
coordinato delle molteplici funzioni epatiche. 


FUNZIONI DELLE CELLULE DEL 
FEGATO 


Le cellule parenchimatose, peculiari del fegato, 
gli epatociti, formano i lobuli epatici ed occupano 
circa 1°80% del volume dell’organo, e rappresenta- 
no il 60-70% delle cellule epatiche; il restante 30- 
40% è costituito da tre tipi di cellule non parenchi- 
matose che rivestono i sinusoidi: /e cellule endote- 
liali, le cellule del Kupffer e le cellule stellate (Fig. 
25.2). Sono inoltre anche presenti linfociti, fra cui 


,) 


le cosiddette “pit cells”, linfociti “natural killer” 


fegato-specifici. 
Funzioni degli epatociti 


Gli epatociti sono le cellule responsabili delle 
funzioni peculiari del fegato, che saranno illustrate 
nei paragrafi successivi. Sono cellule a basso tur- 
nover e lunga vita media, ma se si verifica un dan- 
no epatico, per cause diverse, o l’asportazione di 
una parte dell’organo, manifestano una grande ca- 
pacità rigenerativa, tanto che, nel caso di resezione 
chirurgica di una porzione epatica, la parte residua 
rigenera in poche settimane la massa asportata (/e- 
gato rigenerante). 

Come illustrato nella Tab. 25.1, agli epatociti 
competono in modo esclusivo diverse funzioni: la 
biosintesi della gran parte delle proteine e lipopro- 
teine del plasma, la formazione dei sali biliari e dei 
pigmenti biliari, la chetogenesi ed i processi di de- 
tossificazione 0, comunque, di metabolizzazione di 
composti esogeni ed endogeni. In misura di gran 
lunga prevalente rispetto ad altri organi il tessuto 
epatico esplica tramite gli epatociti le funzioni di 
sintesi e catabolismo del glicogeno, gluconeogeni- 
ca, ureagenica ed uricogenica. 
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Tabella 25.I 


Funzione degli epatociti. 


Sintesi e degradazione 
del glicogeno 


Sintesi dei sali biliari 


Coniugazione della bili- 
rubina 


La composizione della bile epatica (secreta dal 
fegato) e della bile finale (immagazzinata nella ci- 
stifellea) è riportata nella Tab. 25.II. E evidente che 
il contenuto di acqua è molto inferiore nella bile fi- 
nale che nella bile epatica e conseguentemente tutti 
i componenti, ad esclusione dei sali inorganici, so- 
no molto più concentrati nella bile finale. Ciò riflet- 
te il fatto che nella colecisti hanno luogo selettivi 
processi di riassorbimento. 
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Funzioni delle cellule non 
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Cellule endoteliali. Le cellule endoteliali, che 


Tabella 25.II 


Composizione della bile secreta dal fegato (bile epa- 
tica) e della bile finale. 
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costituiscono il rivestimento dei sinusoidi epatici, a 
differenze di quelle di altri organi e tessuti, presen- 
tano fenestrazioni (circa 100 nm) e quindi non rap- 
presentano una barriera molto esclusiva per il traf- 
fico di molecole verso gli epatociti, facilitato anche 
dall’assenza di una membrana basale aderente. Ad 
esempio sono esclusi dal passaggio i chilomicroni, 
ma non 1 “remnants” degli stessi. 


Cellule di Kupffer. Le cellule di Kupffer sono 
macrofagi specializzati a localizzazione epatica che 
si formano nel midollo osseo e fanno parte del siste- 
ma reticolo-istocitario. Hanno grande capacità fa- 
gocitica ed endocitica € proteggono il fegato da ma- 
teriale vario di origine batterica o di provenienza in- 
testinale. Contengono un elevato numero di lisoso- 
mi, connessi all’attività fagocitica che, se partico- 
larmente intensa, possono causare il loro rigonfia- 
mento fino a bloccare il flusso ematico nei sinusoi- 
di. Le cellule di Kupffer hanno un ruolo importan- 
te nella difesa immune del fegato, partecipano alla 
risposta infiammatoria e rilasciano citochine che 
portano all’inattivazione di sostanze e agenti estra- 
nei all’organismo. Possono inoltre svolgere un im- 
portante ruolo emocateretico, supplendo ad even- 
tuali deficit funzionali della milza. 


Cellule epatiche stellate. Sono dette anche cel- 
lule di Ito e rappresentano il 5-8% di tutte le cellu- 
le epatiche; si trovano negli spazi perisinusoidali 
(fra sinusoidi ed epatociti), sono infarcite di lipidi e 
di vitamina A, di cui costituiscono il deposito siste- 
mico. Inoltre, controllano il turnover del tessuto 
connettivo e della matrice extracellulare epatica. 


“Pit cells”. Sono linfociti natural killer epatici e 
sono citotossici nei confronti di molte linee cellu- 
lari tumorali e di cellule infettate da virus e batteri. 


Le cellule non parenchimatose del fegato costi- 
tuiscono quindi una popolazione eterogenea, il cui 
compito principale, soprattutto a carico delle cellu- 
le di Kupffer e delle cellule endoteliali, è il ricono- 
scimento e la degradazione di materiali estranei 
(macromolecole) che arrivano al fegato. Questa 
funzione degradativa è assicurata da un apparato li- 
sosomale molto bene sviluppato e dalla presenza in 
esso di attivi enzimi proteolitici e lipolitici. Grazie 
a questi enzimi le cellule non parenchimatose espli- 
cano una intensa attività nel degradare le lipopro- 
teine plasmatiche che ritornano al fegato (“residui” 
delle varie classi) ed in particolare ne// ‘idrolizzare 
gli esteri del colesterolo trasportati dalle HDL. E 
quindi molto probabile che queste cellule (ce//u/e 
‘“scavenger" 0 spazzine) svolgano una funzione pri- 





maria nel regolare il turnover delle lipoproteine 
circolanti (e del colesterolo) e quindi assumano 
un’insospettata importanza nella prevenzione della 
aterosclerosi. 


IL FEGATO COME ORGANO DI 
RACCOLTA E RICICLO DI OGNI 
GENERE DI MOLECOLE 


Il fegato riceve, tramite la circolazione enteroe- 
patica, tutte le molecole assorbite a livello del trat- 
to digerente e le sostanze prodotte dal metabolismo 
intestinale; inoltre riceve, tramite l’arteria epatica, 
le sostanze prodotte dal metabolismo di altri organi 
e tessuti. 

Il suo compito è di selezionare e indirizzare al- 
l’appropriato destino metabolico le sostanze perve- 
nute, e di rimuovere quelle tossiche (ingerite o pro- 
dotte dall’organismo) che vengono indirizzate all’e- 
screzione nelle urine o nella bile. 

Il fegato riceve direttamente, prima degli altri 
tessuti/organi, tutti i nutrienti che, dopo la digestio- 
ne e l’assorbimento, entrano nel sangue portale: so- 
lo i trigliceridi contenenti acidi grassi a lunga cate- 
na e altri lipidi che ad essi si associano nei chilomi- 
croni (di sintesi intestinale) sfuggono alla circola- 
zione portale e passano nella linfa e quindi nella cir- 
colazione sistemica a livello del dotto toracico. 
Quindi sicuramente tutti i monosaccaridi e gli am- 
minoacidi, fra i macronutrienti (o nutrienti energe- 
tici), tutte le vitamine idrosolubili ed altre molecole 
idrofiliche giungono direttamente al fegato che “de- 
cide” il loro destino metabolico, che può concluder- 
si nel fegato stesso (ad esempio il glucosio trasfor- 
mato in glicogeno epatico) oppure in altri organi e 
tessuti periferici. D'altra parte, il fegato, ricevendo 
direttamente tutte le “materie prime” per la costru- 
zione di molecole destinate a funzioni specifiche 
nell’organismo, è responsabile della sintesi delle 
proteine della coagulazione, di proteine di traspor- 
to, dellla carnitina, delll’eme e di purine e pirimidi- 
ne. 

Fra le sostanze introdotte con l’alimentazione, 0 
accidentalmente, vi possono essere molecole fossi 
che (quali etanolo, farmaci, tossine naturali, con- 
servanti industriali), così come l’intestino stesso, 
ad opera della sua flora batterica, è fonte di sostan- 
ze nocive (come l’ammoniaca); tutte queste sostan- 
ze sono prese in carico dal fegato per /a detossifica- 
zione. 

Inoltre, tramite la circolazione sistemica, il fega- 
to riceve dalla periferia dell’organismo varie so- 
stanze che devono essere riciclate (ad esempio il 
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contenuto dei chilomicroni remnants o di altre lipo- 
proteine) oppure eliminate (ad esempio l’azoto am- 
minico che deve essere eliminato come urea). 

Tutti questi compiti sono resi possibili dallo 
scambio che avviene a livello dei sinusoidi epatici, 
facilitato dalle fenestrazioni dell’endotelio e dal 
lento flusso ematico conseguente alla bassa pressio- 
ne ematica nel distretto sinusoidale. 

Il passaggio attraverso la membrana degli epato- 
citi richiede la presenza di sistemi di trasporto spe- 
cializzati per il trasferimento di glucidi, amminoa- 
cidi e altre sostanze, come di sistemi di riconosci- 
mento e captazione per enzimi, agenti infettivi e so- 
stanze estranee (xenobiotici). 


METABOLISMO DEGLI EPATOCITI 


Per sostenere tutte le funzioni che deve svolge- 
re, il fegato ha un’elevata richiesta energetica, con- 
sumando attorno al 20% del fabbisogno totale di 
ossigeno dell'organismo in condizioni di riposo. Il 
fegato può utilizzare tutte le fonti energetiche di- 
sponibili, ma a digiuno utilizza prevalentemente 
acidi grassi provenienti dal tessuto adiposo. Come 
riportato nella Tab. 25.III, in cui le capacità metabo- 
liche complessive del fegato sono comparate a 
quelle di altri organi e tessuti, il fegato possiede il 
più elevato “turnover” proteico e flusso ematico, 
ed è secondo solo al cuore per quanto attiene il con- 
sumo basale di O) 

Molti dei processi metabolici attivi negli epato- 
citi sono già stati trattati in dettaglio nei vari capito- 
li relativi al metabolismo intermedio. Verrà in se- 
guito sottolineato solo il significato che essi assu- 
mono a livello epatico. 


Tabella 25.III 


Capacità metaboliche del fegato paragonate ad altri 
tessuti ed organi e riferite ad un soggetto adulto nor- 
male del peso di 70 kg. 
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Figura 25.3 Metabolismo dei glucidi nell’epatocita 


Metabolismo glucidico 


Il metabolismo glucidico nel fegato è sintetizza- 
to nella Fig. 25.3. Il glucosio entra nel fegato dalla 
vena porta grazie al trasportatore del glucosio 
GLUT?2 e poi viene trasformato in glucosio-6-P dal- 
la glucochinasi, mantenendo così il gradiente favo- 
revole all’entrata del glucosio nelle cellule epati- 
che; sia il GLU72, sia la glucochinasi hanno una 
Km elevata, attorno a 10 mM, in modo che il gluco- 
sio entri in modo consistente nel fegato solo quan- 
do la sua disponibilità si elevi sopra questa concen- 
trazione, il che avviene dopo un pasto ricco di glu- 
cidi e non a digiuno (il valore normale di glicemia 
è attorno a $ mM, mentre la concentrazione di glu- 
cosio nel sangue portale dopo un pasto contenente 
glucidi varia tra 10 e 40 mM). 

Inoltre il fegato è in grado di convertire i mono- 
saccaridi l’uno nell’altro (galattosio « glucosio; 
fruttosio « glucosio; pentosi « glucosio), possiede 
una grande capacità glicogenosintetica e può river- 
sare in circolo il glucosio. In virtù di una efficiente 
regolazione di questi processi, i/ fegato può rila- 
sciare o assumere glucosio dal sangue in modo da 
mantenere costante la glicemia: in questo consiste 
la funzione glucostatica del fegato. 

Glicogenosintesi. Il fegato cattura i monosacca- 


ridi provenienti dall’assorbimento intestinale, vei- 
colati dal sistema venoso portale, li trasforma in gli- 
cogeno per poi ridistribuirli in forma di glucosio ai 
vari tessuti su richiesta. 

La capacità di sintesi del glicogeno da parte del 
tessuto epatico è estremamente elevata ed è fonda- 
mentalmente dovuta alla presenza della glucochi- 
nasi, enzima inducibile dall’insulina, capace, per le 
sue caratteristiche cinetiche, di fosforilare il gluco- 
sio in glucosio-6-P anche quando la concentrazione 
elevata di questo non consentirebbe, come in tutti 
gli altri tessuti dotati solo di esochinasi, l’ulteriore 
fosforilazione del glucosio libero. Va infatti ricorda- 
to che, a differenza della esochinasi, la g/ucochina- 
si non è inibita da un eccesso di glucosio-6-P. 
L’enzima è regolato da una “proteina regolatrice 
della glucochinasi” (GKRP), localizzata nel nu- 
cleo; in assenza di glucosio, la glucochinasi è se- 
questrata a livello nucleare dalla proteina regolatri- 
ce: in presenza di glucosio il complesso fra la glu- 
cochinasi e la proteina regolatrice si dissocia e l’en- 
zima diventa attivo (Fig. 25.4). Il fruttosio-1-P fa- 
vorisce invece il legame della glucochinasi con la 
proteina regolatrice. Glucosio e fruttosio-1-P fanno 
così da sensori della disponibilità degli zuccheri 
più comuni e regolano il loro metabolismo epatico; 
infatti il fruttosio, rapidamente convertito nel fega- 
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Figura 25.4 Regolazione della glucochinasi (GK) epatica 


GKRP: proteina regolatrice della glucochinasi; FK: fruttochinasi. 


to a fruttosio-1-P, è presente, oltre che nella frutta 
come zucchero semplice, anche nel saccarosio (di- 
saccaride composto da fruttosio e glucosio). 

Nel fegato, inoltre, la regolazione degli enzimi 
addetti alla biosintesi e alla degradazione del glico- 
geno presenta ulteriori e peculiari caratterisiche. 
Infatti la glicogeno fosforilasi epatica è inibita da 
elevate concentrazioni di glucosio: questo si lega ad 
un sito di regolazione allosterica dell’enzima, che, 
diventando così più sensibile all’azione della fosfo- 
rilasi-fosfatasi, viene defosforilato e quindi inatti- 
vato. Nel contempo la fosforilasi chinasi epatica è 
capace di fosforilare anche la glicogeno sintetasi, 
rendendola così inattiva. L'insieme di queste capa- 
cità funzionali fanno si che il contenuto di glicoge- 
no del fegato possa raggiungere, in condizioni di ri- 
poso e di buona alimentazione, concentrazioni an- 
che molto elevate, pari a /0 g//00 g di tessuto, con- 
tro 0,3-0,5 g/100 g di tessuto in condizioni di digiu- 
no o di intenso esercizio muscolare. L’ampia e rapi- 
da possibilità di fluttuazione del contenuto di glico- 
geno epatico, che solo in minor misura dipende dal- 
la richiesta energetica del fegato, indica che la riser- 
va epatica di glicogeno è a disposizione degli altri 
tessuti. Per esempio, durante un esercizio muscola- 
re prolungato il glicogeno del fegato decresce mol- 
to più drasticamente e rapidamente che non lo stes- 
so glicogeno muscolare. 

La capacità di rilasciare glucosio in circolo, pro- 
pria del fegato, è dovuta alla presenza della g/uco- 
sio-6-P fosfatasi, che idrolizza il glucosio-6-P in 
glucosio e fosfato inorganico (PI): 


glucosio-6-P + glucosio + Pi 


Solo il glucosio libero può infatti permeare la 
membrana cellulare. Pertanto quando la g/ucosio-6- 
P fosfatasi è assente (morbo di von Gierke), si ha 
un abnorme accumulo di glicogeno nel fegato e 
marcata ipoglicemia. 

Nell’epatocita il glucosio trova adito a tutte le 
possibili vie metaboliche, alcune delle quali sono 
invece assenti, o limitate, negli altri tessuti. Il pro- 
cesso glicolitico non è invece predominante come 
in altri tessuti: circa il 30 % del glucosio epatico 
sceglie infatti la via dei pentoso fosfati che, a diffe- 
renza della glicolisi, non è intesa a fornire energia 
bensì “equivalenti riducenti”, in forma di NADPH, 
che il tessuto impiega per una serie di processi com- 
prendenti: a) la sintesi di acidi grassi; b) la sintesi di 
colesterolo e di acidi biliari; c) la sintesi di prolina; 
d) reazioni di fase I di detossificazione via citocro- 
mo P450 (vedi in seguito) e e) la riduzione del glu- 
tatione catalizzata dalla glutatione reduttasi. 


Gluconeogenesi. È con questo processo di tra- 
sformazione di materiale non glucidico in glucosio 
che il fegato mantiene la glicemia nei limiti fisiolo- 
gici nei periodi di digiuno prolungato ed assicura, 
anche in carenza di glucidi, un adeguato riforni- 
mento di glucosio soprattutto al tessuto nervoso, 
agli eritrociti e alla midollare del rene e del surre- 
ne, che utilizzano il glucosio come substrato prefe- 
renziale o esclusivo. Per la g/uconeogenesi il fega- 
to può utilizzare: 1) acido lattico, 2) amminoacidi 
glucogenici e 3) glicerolo. 
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L'acido lattico proviene al fegato dal muscolo 
(fibre bianche), dagli eritrociti, dalla midollare del 
rene e da altri distretti scarsamente ossigenati. Sotto 
questo punto di vista fegato e muscolo sono com- 
plementari, in quanto l'acido lattico che il fegato ri- 
ceve dal muscolo viene restituito come glucosio (ci- 
clo di Cori). 

Gli amminoacidi che il fegato utilizza per la g/u- 
coneogenesi (dopo transaminazione in piruvato, 0s- 
saloacetato ed a.-chetoglutarato) provengono per lo 
più dai muscoli in seguito a proteolisi, particolar- 
mente intensa dopo digiuno prolungato, o in segui- 
to ad esercizio fisico intenso e prolungato. Un’altra 
sorgente di amminoacidi glucogenici (serina) è rap- 
presentata dal rene. 

Il glicerolo, prodotto dell’idrolisi di trigliceridi e 
fosfolipidi, viene convertito nel fegato in glicerolo- 
3-fosfato da una glicerolo-chinasi specifica, poi os- 
sidato a diossiacetonfosfato e quindi convertito in 
glucosio. La gluconeogenesi da glicerolo è partico- 
larmente attiva quando i glucidi della dieta sono 
scarsi ed i lipidi abbondanti. In questa situazione il 
glicerolo viene utilizzato per la sintesi del glucosio e 
gli acidi grassi per la produzione dei corpi chetoni- 
ci. Situazione analoga si verifica in seguito a stimo- 
lazione ormonale della lipolisi nel tessuto adiposo. 
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Figura 25.5 Metabolismo dei lipidi nell’epatocita 
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La gluconeogenesi epatica è sostenuta dal pun- 
to di vista energetico dalla disponibilità di acidi 
grassi da avviare alla B-ossidazione e quindi dalla 
lipolisi del tessuto adiposo. 


Formazione dell’acido glucuronico. In misura 
notevolmente superiore agli altri tessuti, il fegato 
forma acido glucuronico per utilizzarlo molto atti- 
vamente, nella forma di UDP- glucuronato, nei pro- 
cessi detossificanti di coniugazione. 


Utilizzazione del fruttosio, Il fruttosio, che per- 
viene al fegato dall’intestino, viene in parte trasfor- 
mato in fruttosio-6-P dalle esochinasi, ma, in parte 
prevalente, in fruttosio-1-P dalla fruttochinasi, che 
nel fegato è molto attiva. È per questo che nel fega- 
to e solo nel fegato, il fruttosio è utilizzato nel pro- 
cesso glicolitico. 


Metabolismo lipidico 


Il metabolismo lipidico nel fegato è sintetizzato 
nella Fig. 25.5. 
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Destino degli acidi grassi. Gli acidi grassi a lun- 
ga catena sono i principali substrati metabolici per 
il fegato, soprattutto a digiuno; essi provengono dal 
tessuto adiposo come acidi grassi non esterificati 
(NEFA), legati all’albumina, sono attivati ad acil- 
CoA, trasferiti nei mitocondri con il meccanismo 
carnitina dipendente e avviati alla P-ossidazione. 
La R-ossidazione fornisce l’ATP necessario ad 
espletare le funzioni epatiche (ad esempio la gluco- 
neogenesi, il ciclo dell’urea, la sintesi di proteine) e, 
nel digiuno prolungato, una quantità di acetil CoA 
tale da rendere possibile la sintesi di corpi chetoni- 
ci (vedi paragrafo successivo). 

Gli acidi grassi a lunga catena costituiscono la 
parte preponderante sia dei trigliceridi alimentari, 
sia di quelli endogeni, immagazzinati nel tessuto 
adiposo; ma è importante sottolineare anche il de- 
stino degli acidi grassi a catena media e corta e di 
quelli a catena molto lunga. Gli acidi grassi a media 
catena sono rilevanti nella dieta del neonato in 
quanto presenti nel latte materno in forma di trigli- 
ceridi: questi, dopo essere stati digeriti a livello ga- 
strico e intestinale, non vengono riconvertiti in tri- 
gliceridi, ma seguono la circolazione portale e arri- 
vano come tali al fegato, dove vengono attivati ad 
acil-CoA da enzimi specifici (presenti solo nel fega- 
to e nel rene), per poi subire anch’essi il destino mi- 
tocondriale della B-ossidazione. 

Gli acidi grassi a catena molto lunga, da C20 a 
C26 e oltre, e quelli ramificati (come l'acido fitani- 
co), sono metabolizzati a livello dei perossisomi, 
principalmente mediante la B-ossidazione perossi- 
somiale (ma esiste anche una fì-ossidazione), fino 
alla lunghezza di 8 atomi di carbonio: l’'octanoil- 
CoA così formato lascia i perossisomi per entrare 
nei mitocondri dove prosegue la sua demolizione fi- 
no ad acetil-CoA. Ricordiamo che nella prima tap- 
pa della B-ossidazione perossisomiale si forma 
H,0, anziché FADH, (quindi diminuisce la resa 
energetica). 

I perossisomi sono regolati nella loro attività dai 
PPAR (peroxisome proliferator-activated 
receptors), ovvero recettori attivati dai proliferatori 
dei perossisomi; questi sono recettori nucleari, che 
si legano a diversi agenti come gli acidi grassi stes- 
si, varie tossine o farmaci (come i FANS, farmaci 
antinfiammatori non steoidei) e aifivano vari geni 
implicati nel metabolismo lipidico. La specie di 
PPAR maggiormente implicata nel metabolismo dei 
grassi è la 0 (PPARO): topi transgenici che manca- 
no di PPARa non manifestano nulla di particolare 
se nutriti con una dieta normale, mentre a digiuno 0 
con una dieta ricca di grassi sviluppano statosi epa- 
tica, il che dimostra che i perossisomi sono non so0- 
lo la sede esclusiva del metabolismo degli acidi 
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grassi a lunghissima catena, ma partecipano anche 
al metabolismo dei più comuni acidi grassi a lunga 
catena quando la loro presenza nel fegato supera 
una certa soglia (digiuno o dieta iperlipidica) 

Infine va precisato che PPARO controlla la trascri 

zione di diversi geni collegati al metabolismo lipi 

dico; oltre a quelli della P-ossidazione perossiso- 
miale, anche quelli della f-ossidazione mitocon- 
driale, della carnitina acil-transferasi I, della lipo- 
proteinlipasi (LPL), le apo Al e A2. All’opposto 
PPAR0 inibisce la sintesi di apo CHI (inibitore del- 
la LPL e della apo E) con un effetto di ulteriore at- 
tivazione della LPL e di maggiore captazione delle 
IDL a livello epatico tramite la apoE; è proprio at- 
traverso questi due meccanismi che si manifesta 
l’efficacia dei fibrati (come il clofibrato) per la nor- 
malizzazione del quadro lipidico ematico in pazien- 
ti con ipertrigliceridemia. 


Chetogenesi. I mitocondri epatici sono la sede 
pressoché esclusiva della sintesi dei corpi chetonici 
(chetogenesi). Nel fegato il catabolismo degli acidi 
grassi nel processo della B-ossidazione produce 
acetil-CoA ad un ritmo superiore di quello del suo 
smaltimento nel ciclo di Krebs. E questa quota ec- 
cedente di acetil-CoA che viene incorporata nei cor- 
pi chetonici. 

Normalmente la concentrazione dei corpi cheto- 
nici del sangue è relativamente bassa (0,2-2 mMI/L), 
in quanto i tessuti extraepatici ed in particolare mu- 
scolo scheletrico e miocardico li estraggono dal 
sangue per ossidarli in CO, con produzione di ener- 
gia. Nelle condizioni di digiuno, quando l’organi- 
smo deve attingere alle fonti energetiche endogene 
(trigliceridi del tessuto adiposo), una maggior 
quantità di NEFA (acidi grassi non esterificati, o li- 
beri), arriva a/ fegato ed il processo chetogenetico 
ne risulta incrementato. Il conseguente più elevato 
livello di corpi chetonici nel sangue rappresenta per 
i tessuti periferici un compenso per la concomitan- 
te carenza di glucosio. 

Il meccanismo dell’aumentata chetogenesi nel 
digiuno è duplice: 1) /a diminuita concentrazione 
ematica di glucosio induce una diminuita secrezio- 
ne di insulina ed un’aumentata secrezione di gluca- 
gone. Questa situazione ormonale induce a sua vol- 
ta un’'aumentata lipolisi a livello del tessuto adipo- 
so ed un maggior apporto di acidi grassi al fegato; 
2) nel fegato gli acidi grassi, attivati ad acil-CoA, 
vengono preferenzialmente avviati alla ossidazione 
mitocondriale piuttosto che alla esterificazione ci- 
toplasmatica in trigliceridi. Nel digiuno è infatti 
scarsa la concentrazione epatica di malonil-CoA, 
metabolita dipendente dalla presenza di glucosio 
(la sua formazione richiede la sintesi di citrato € 
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quindi ossalacetato) e che quando in eccesso inibi- 
sce, come si è visto, l’attività della carnitina: COA 
acil-trasferasi esterna (CATE). 

Pertanto in carenza di glucidi e quindi di malo- 
nil-CoA l’avvio degli acidi grassi alla ?-ossidazio- 
ne, dipendente da carnitina e la conseguente forma- 
zione dei corpi chetonici è particolarmente incre- 
mentata. Situazione analoga, ma in misura più ac- 
centuata e permanente, si ha ne/ diabete mellito, nel 
quale /a concentrazione di corpi chetonici nel san- 
gue può raggiungere valori molto elevati (20 mM 
ed oltre). 


Sintesi delle lipoproteine plasmatiche. Il fegato 
è la sede principale della sintesi delle lipoproteine 
plasmatiche ed in particolare delle VLDL e delle 
HDL. Nelle prime, devolute al trasporto dei trigli- 
ceridi dal fegato ai tessuti extraepatici, il fegato im- 
mette i trigliceridi che sintetizza dagli acidi grassi 
di produzione endogena (lipogenesi epatica), o di 
origine ematica, provenienti dal tessuto adiposo e 
dall’idrolisi dei chilomicroni secondari. 

I trigliceridi delle VLDL costituiscono un mate- 
riale energetico importante che il fegato rilascia, in- 
sieme, ma non parallelamente, con il glucosio a be- 
neficio dei tessuti extraepatici, muscolo e miocar- 
dio in particolare. Con le VLDL il fegato esporta al- 
tresì il colesterolo, che i tessuti extraepatici utiliz- 
zano o a fini strutturali (formazione o rinnovo del- 
le membrane) o come precursore metabolico di dif- 
ferenti molecole. La frazione lipidica prevalente 
che il fegato immette nelle HDL sono invece i fo- 
sfolipidi che svolgono un ruolo importante nel me- 
tabolismo intravascolare delle lipoproteine. 

La formazione delle lipoproteine nel fegato è un 
processo complesso e graduale che inizia nel retico- 
lo endoplasmico rugoso, a livello del quale vengo- 
no sintetizzate le apolipoproteine. Nel reticolo en- 
doplasmatico liscio alle apolipoproteine si aggre- 
gano le varie frazioni lipidiche. Le lipoproteine 
“nascenti” passano quindi nelle cisterne dell'appa- 
rato di Golgi, dove acquistano la componente glu- 
cidica necessaria per la loro secrezione che avvie- 
ne, previo inglobamento in vacuoli secretori (esoci- 
tosi), negli spazi di Disse. 

Il fegato assume quindi una posizione centrale 
anche nel metabolismo lipidico. È infatti il fegato 
che decide, in ultima analisi, come modificare il 
materiale lipidico che gli perviene ed in quale for- 
ma smistarlo. A seconda delle circostanze può infat- 
ti immettere in circolo il materiale lipidico in forma 
di corpi chetonici, oppure di trigliceridi, fosfolipidi 
e colesterolo, questi ultimi aggregati alle lipoprotei- 
ne ematiche. 


Steatosi epatica. Più di ogni altro organo o tes- 
suto il fegato è particolarmente predisposto alla 
steatosi, una condizione caratterizzata da un massi- 
vo accumulo di trigliceridi nel citoplasma degli 
epatociti (fegato grasso). Quando la steatosi diven- 
ta cronica evolve in degenerazione fibrotica ed infi- 
ne in cirrosi. 

Due sono /e cause principali della steatosi epa- 
tica: 1) un prolungato aumento dei NEFA ematici, 
sia per eccessiva “mobilizzazione” di acidi grassi 
del tessuto adiposo, sia per esaltata idrolisi dei tri- 
gliceridi delle lipoproteine o chilomicroni da parte 
della lipoproteina lipasi. Entrambe queste condizio- 
ni possono verificarsi nel digiuno protratto, nel dia- 
bete mellito non controllato, o in seguito ad ecces- 
siva introduzione di lipidi. In tali condizioni il fega- 
to è forzato ad assumere più acidi grassi e quindi a 
sintetizzare più trigliceridi di quanti ne possa espor- 
tare incorporati nelle lipoproteine; 2) un ‘ipoprodu- 
zione epatica delle lipoproteine plasmatiche per di- 


fettosa o insufficiente sintesi delle apolipoproteine 


o dei fosfolipidi componenti le lipoproteine. Questa 
condizione è talvolta associata a deficienza dei così 
detti fattori lipotropi, fra i quali colina e metionina. 
Un difetto di colina implica insufficiente biosintesi 
di fosfatidilcolina e di sfingomielina, fosfolipidi 


fondamentali per la costituzione dell'involucro del- 


le lipoproteine plasmatiche. Ciò è provato dal bas- 
so contenuto ematico di VLDL in animali mantenu- 
ti a dieta priva di colina. Anche una deficienza di 
carnitina, fattore necessario per la ossidazione de- 
gli acidi grassi può incrementare la loro incorpora- 
zione nei trigliceridi e quindi indurre steatosi. Una 
condizione di steatosi epatica può conseguire anche 
ad introduzione di tossici (etanolo, cloroformio, te- 
tracloruro di carbonio, piombo ecc.), capaci di ini- 
bire la sintesi proteica nel fegato, con conseguente 
minore disponibilità di apolipoproteine, e quindi 
minore esportazione di trigliceridi con le VLDL. 


Metabolismo degli amminoacidi e 
dell'azoto 


Il metabolismo degli amminoacidi nel fegato è 
sintetizzato nella Fig. 25.6. 

Il fegato riceve dalla vena porta gli amminoaci- 
di provenienti dall’assorbimento intestinale e, dal- 
l’arteria epatica, quelli prodotti dalla idrolisi protei- 
ca nei tessuti extraepatici, specialmente i muscoli. 
L’entità dei primi è prevalente nelle condizioni di 
nutrizione proteica, quella dei secondi nelle condi- 
zioni di digiuno e di prolungato esercizio fisico. 

Dopo l’assunzione e la digestione di proteine 
con la dieta, l’intestino utilizza come fonti energeti- 
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Figura 26.6 Metabolismo degli amminoacidi nell’epatocita. AA: amminoacidi 


che alcuni amminoacidi, quali aspartato, glutamma- 

to e glutammina, che vengono quindi in gran parte 

sottratti alla disponibilità per il fegato e gli altri or- 
gani; si tratta comunque di amminoacidi non essen- 
ziali. L’azoto di questi amminoacidi arriva al fega- 
to tramite la circolazione portale sotto forma di ci- 
trullina, arginina e ione ammonio, che verranno uti- 
lizzati dal fegato per la sintesi dell’urea 

Il fegato possiede tutte le vie metaboliche per 
l’utilizzo degli amminoacidi, ad eccezione degli 
amminoacidi a catena ramificata, per i quali il fe- 
gato non esprime le relative transaminasi. Da qua- 
lunque fonte pervenuti, gli amminoacidi sono uti- 
lizzati, dopo adeguata interconversione mediata dai 
processi transaminativi, per la g/uconeogenesi nel 
digiuno e per la sintesi delle proteine epatiche e del- 
la maggior parte di quelle plasmatiche. 

Le principali proteine circolanti prodotte dal fe- 
gato comprendono: 

— albumina (la frazione più abbondante, responsa- 
bile della pressione colloido-osmotica e del tra- 
sporto di molte sostanze, come i NEFA e la biliru- 
bina); 

— proteine di trasporto (appartenenti alle frazioni 
delle a- e B-globuline); oltre all’albumina, fra le 
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proteine di trasporto vi sono transferrina, cerulo- 
plasmina, del folato, della vit. B12, aptoglobina, 
emopessina; 

— proteine della coagulazione: fibrinogeno, pro- 
trombina, fattori V, VII, IX e X; 

— apo-proteine delle lipoproteine: apo-B100, apo 
Al; 

— inibitori di proteasi: a1-antitripsina; 

— fattori del complemento; 

— proteine della fase acuta. 


L’utilizzazione degli amminoacidi nella gluco- 
neogenesi implica anche una più intensa ureogene- 
si ed una aumentata eliminazione di urea. Come de- 
scritto in precedenza, il fegato rappresenta l’organo 
primario incaricato dell’eliminazione dell'azoto 
amminico dell'intero organismo, tramite il ciclo 
dell’urea. La frazione più rilevante di amminoacidi 
che contribuisce alla sintesi dell’urea è proprio 
quella proveniente dall’intestino; in particolare i più 
attivi sono la citrullina e la arginina, entrambi pre- 
cursori metabolici della ornitina. La citrullina viene 
trasformata in arginina nei reni e l’arginina viene 
catturata dal fegato e convertita in ornitina, l’amino 
acido che interviene direttamente nella sintesi del- 
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l’urea. Un esempio emblematico del’importanza di 
questo processo è offerto dal gatto, uno dei mammi- 
feri più sensibili ed insofferenti all’accumulo di am- 
moniaca. La somministrazione di un pasto proteico 
deficiente in citrullina ed arginina induce nel gatto 
uno stato di intossicazione da ammoniaca che si 
manifesta con vomito e nei casi più gravi con coma 
e morte. In questa circostanza la somministrazione 
di citrullina o di arginina sopprime rapidamente i 
sintomi da intossicazione da ammoniaca. Analoga, 
ma meno drammatica, situazione si può realizzare 
anche nell’uomo, dove l’azoto amminico, prove- 
niente dal catabolismo degli amminoacidi, viene 
trasferito dai tessuti periferici al fegato in vario mo- 
do, ma non come ione ammonio, tossico. Ad esem- 
pio, il muscolo rilascia principalmente alanina (ci- 
clo glucosio-alanina), mentre altri tessuti (polmoni, 
tessuto nervoso) rilasciano glutammina, che, oltre 
che dal fegato, viene captata anche dall’intestino, 
per il quale è una fonte energetica preferenziale nel 
digiuno. 

È da ricordare che il fegato utilizza amminoaci- 
di anche per la sintesi di eme, purine e pirimidine e 
diversi composti azotati (Tab. 25.IV). 


PROCESSI DI DETOSSIFICAZIONE 


Il fegato è la sede principale, se non esclusiva, 
della “detossificazione dei composti tossici” che sì 
formano nell’organismo, quali /’ammoniaca e la bi- 
lirubina, 0 provenienti dall’esterno, i cosiddetti xe- 
nobiotici (farmaci, veleni, additivi alimentari e in- 
quinanti ambientali). Altre sedi possibili per l’eli- 
minazione di sostanze estranee sono il rene e l’inte- 
stino (in alcuni casi anche il cervello è capace di 
processi di questo tipo). 

I processi di detossificazione consistono global- 
mente nella modificazione dell’attività dei compo- 
sti indesiderati e/o nel renderli più idrosolubili, on- 
de facilitarne la eliminazione renale, impiegando 
reazioni di idrossilazione e di coniugazione. Nel ca- 
so dell’ammoniaca la modalità attraverso la quale si 
opera le detossificazione è la sua conversione ad 
urea, sostanza idrosolubile e non tossica. Nel caso 
della bilirubina è la sua trasformazione nel coniuga- 
to idrosolubile bilirubina-diglucuronide. La coniu- 
gazione a derivati idrosolubili (glucuronidi, esteri 
solforici, etc.) è pure impiegata per rendere elimina- 
bili con le urine composti endogeni, quali gli ormo- 
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Molecole azotate prodotte dal fegato e loro funzioni. 









Acido glicocolico e 


. x  |Glicinae acidi biliari 
chenodesossicolico 





Creatina * 


Eme 


Glutatione 
Niacina * 
Sfingosina 


Taurina * Cisteina 









Acido siali tor: | i IPA AG 
nozuccheri | | 
I 1 {Nt idi = 
be e ie daino, | Nucleotidi, DNA, RNA; sono anche esporta 
| te a favore di altri tessuti 

oe Aspartato, glicina, glutammina, 

Composti solfatati PAPS , proteoglicani, solfatazione di steroidi 
e xenobiotici 

Arginina, glicina, S-adenosil metioni- | Riserva energetica come creatina fosfato nel 
na | muscolo 


Glicina, succinilCoA Componente dei citocromi epatici 
Glutammato, cisteina, glicina Protezione da radicali 


Triptofano, glutammina Costituente di NAD* e NADP* 
Serina, palmitoil-CoA Sfingolipidi 


* sintetizzati esclusivamente nel fegato 


Assorbimento di lipidi e vitamine liposolubili 










Nucleotidi, DNA, RNA; sono anche esporta- 
te a favore di altri tessuti 







Coniugazione di acidi biliari 





ni steroidei e tiroidei: in questo caso non si tratta di 
vera detossificazione ma della fase terminale del 
metabolismo. 

Di fondamentale importanza è anche il metabo- 
lismo epatico degli xenobiotici (sostanze biologiche 
“estranee”), comprendenti tutte le sostanze prive di 
valore nutritivo e potenzialmente tossiche. Possono 
far parte degli alimenti naturali o essere introdotte 
nei cibi come additivi o in seguito alla loro lavora- 
zione. Inoltre sono xenobiotici i farmaci e le droghe 
assunti volontariamente, nonché altre sostanze chi- 
miche di vario tipo assunte accidentalmente. 

Nel caso degli xenobiotici, che sono per lo più 
molecole lipofiliche, quasi sempre la metabolizza- 
zione deve avvenire in due fasi, di cui la fase / ha 
il compito di produrre siti reattivi, per lo più grup- 
pi ossidrilici, che nella successiva fase 2 possano 
essere usati per reazioni di coniugazione con so- 
stanze idrofile quali l'acido glucuronico, il solfato, 
il glutatione e la glicina. In questo modo l’origina- 
le molecola idrofobica si trasforma in un derivato 
idrofilico che può essere eliminato dall’organismo 
attraverso le urine. Va ricordato che non sempre 1 
processi di trasformazione metabolica degli xeno- 
biotici di natura idrofobica in derivati idrofilici so- 
no accompagnati da inattivazione e rimozione. E° 
possibile anche ottenere l’effetto esattamente oppo- 
sto: attivazione e/o aumento della tossicità. Inoltre 
alcune delle sostanze estranee lipofiliche possono 
essere trattenute dal tessuto adiposo se non vengo- 
no efficacemente metabolizzate con i sistemi di de- 
tossificazione ed eliminazione. 


Reazioni di fase 1: la 
superfamiglia delle citocromo 
P450 monoossigenasi (enzimi CYP) 


Le reazioni di fase 1 possono essere reazioni di 
idrolisi, di riduzione, di ossidazione (in particolare 
di idrossilazione). Le reazioni di gran lunga più im- 
portanti sono quelle affidate a/le monoossigenasi 
citocromo P450-dipendenti. 

Le citocromo P450 monoossigenasi costituisco- 
no una famiglia di flavoproteine, prevalentemente a 
localizzazione microsomiale, che si comporta da 
ossidasi a funzione mista (o monoossigenasi) utiliz- 
zando il citocromo P450 come componente finale 
di una catena di trasportatori elettroni che trasferi- 
sce gli stessi all’ossigeno e il NADPH come agente 
riducente (Fig. 25.7). 

Le citocromo P450 monoossigenasi sono cro- 
moproteine, il cui gruppo prostetico è costituito da 
una singola molecola di eme, costituito dalla proto- 
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Figura 25.7 Meccanismo d'azione della citocro- 
mo P450 monoossigenasi 


Una coppia di elettroni è trasferita dal NADPH al FAD e 
poi FMN della citocromo P450 reduttasi, da quest’ultimo 
al Fe2+ del gruppo eme del citocromo P450 ed infine ad 
un atomo di ossigeno per formare acqua. L'altro atomo 
di ossigeno è trasferito sul substrato (R-H) che viene tra- 
sformato in prodotto idrossilato (R-OH). 


porfirina XI e contenente un atomo di ferro cui si 
può legare una molecola di O,. L'atomo di ferro è 
coordinato ai quattro atomi di N degli anelli pirroli- 
ci e al gruppo sulfidrilico di un residuo di cisteina 
collocato verso l’estremità carbossilica della protei- 
na. Con la sesta valenza il Fe 2* può legare 1°O.. 

Nella Fig. 25.8 è mostrato il meccanismo d’azio- 
ne del citocromo P450 che catalizza l’idrossilazio- 
ne di un generico substrato R-H. La reazione preve- 
de: 1) l’iniziale legame del substrato R-H al citocro- 
mo, 2) l’inserimento di un elettrone (ceduto 
dall’FMN della citocromo P450 reduttasi) sull’ato- 
mo di ferro ferrosi del gruppo eme che viene ridot- 
to; 3) il ferro ferrico lega una molecola di ossigeno 
che un secondo elettrone riduce a radicale; 4) entra- 
no due protoni che riducono un atomo dell’ossige- 
no radicalico ad acqua; ed infine 5) il secondo ato- 
mo dell’ossigeno viene inserito nel substrato, con la 
formazione del prodotto idrossilato R-OH. 

Nel fegato gli isoenzimi citocromo P450-dipen- 
denti sono legati alle membrane del reticolo endo- 
plasmatico liscio, ma alcuni (presenti nel surrene) 
sono localizzati nella membrana mitocondriale in- 
terna; sono enzimi inducibili dai propri substrati e 
generano specie radicaliche come intermedi di rea- 
zione. 

Nell’uomo sono stati identificati oltre sessanta 
geni (e altrettanti pseudogeni dovuti a splicing) che 
costituiscono la superfamiglia dei CYP (enzimi ci- 
tocromo P450-dipendenti), con elevato grado di 
omologia di sequenza, raggruppati in famiglie € 
sotto-famiglie. La denominazione deriva dalle pro- 
prietà spettrofotometriche , che presentano un mas- 


766 @ Biochimica del fegato 


Prodotto 
(R-OH) 


simo di assorbimento della luce a 450 nm nella for- 
ma ridotta, legata al monossido di carbonio (picco 
di Soret). La nomenclatura ufficiale viene formula- 
ta facendo seguire alla sigla CYP un numero che in- 
dica la famiglia, una lettera che individua il o i sub- 
strati utilizzati ed un numero finale che individua il 
singolo isoenzima. Ad esempio CYP2E} indica la 
monoossigenasi specifica per l’etanolo, un tempo 
denominata più genericamente MEOS (‘“microso- 
mal ethanol oxidizing system”), denominazione che 
in realtà comprende più di un enzima CYP., 
Un'altra isoforma importante è /a CYP3A4, pre- 
sente anche negli enterociti della parete intestinale 
oltre che nel fegato; questa forma è responsabile 
della trasformazione della maggior parte dei far- 
maci. Se due farmaci assunti contemporaneamente 
sono substrati della CYP3A4, vanno a competere 
per il sito catalitico dell’enzima e quello con mag- 
giore affinità sarà metabolizzato più velocemente, 
mentre l’altro, inattivato più lentamente, potrà 
esplicare un’azione più potente come se fosse stato 
assunto ad una dose più elevata. A/cune sostanze, 
come il succo di pompelmo, possono agire da ini- 
bitori della CYP3A4 e quindi impedire la degrada- 
zione di sostanze che utilizzano questa via; ad 
esempio, le statine (farmaci di largo uso in grado di 
inibire la sintesi del colesterolo) sono metabolizza- 
te dalla CYP3A4 e i loro livelli ematici possono au- 
mentare di anche oltre 10 volte se assunte contem- 
poraneamente al succo di pompelmo (o anche insie- 
me ad altre sostanze, come l’antibiotico ciclospori- 





Figura 25.8 Meccanismo dell’in- 
serimento dell'ossigeno in un 
substrato da parte del citocromo 
P450, componente finale della 
citocromo P450 monoossigenasi. 


L'enzima introduce un singolo atomo 
dell'ossigeno molecolare nel substrato e 
l’altro nell'acqua. 


na A). Questo fatto può diventare determinante nel- 
la tossicità del farmaco, e può avere conseguenze 
gravi a carico della muscolatura, come /a rabdo- 
miolisi. 

Gli enzimi della famiglia CYP sono tra i più ver- 
satili catalizzatori noti in termini di differenti sub- 
strati nei quali inserire l’ossigeno, e in grado di ca- 
talizzare oltre 50 tipi di reazioni diverse. Nella Fig. 
25.9 sono riportate alcune delle reazioni promosse 
dai CYP. Nella maggior parte dei casi, la reazione è 
propedeutica, nel senso che predispone il substrato 
(trasformandolo in prodotto) ad ulteriori, successi- 
ve modificazioni metaboliche. 

Occorre tenere presente che gli enzimi di questa 
famiglia non solo sono coinvolti nelle reazioni di 
detossificazione come quelle che riguardano l’inat- 
tivazione ed eliminazione di farmaci (circa il 50% 
dei farmaci usati nell’uomo sono inattivati dai cito- 
cromi P459) 0 nell” eliminazione di cataboliti endo- 
geni (come bilirubina e ormoni steroidei), ma anche 
nella sintesi di composti diversi, come gli stessi or- 
moni steroidei, i sali biliari e gli eicosanoidi. In al- 
cuni casi possono essere anche responsabili dell’at- 
tivazione di farmaci e della produzione di sostanze 
mutagene e cancerogene. 


Reazioni di fase 2 


- Reazioni di coniugazione. La coniugazione 
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R— CH— CH—NH— CH_—+ R— CH;— CH_-NH—CH,OH > R—CHCH_NKH, + HCHO 


O-dealchilazioni 


R—CH— CH— 0 — CHj—+R — CH;—CH-0 — CH,OH —>R—CH7CH70 + HeHO 


S-dealchilazioni 


R—CH—CH— S—CH;—+R—CH;—CH—S — CH,OH —»R—CH7CH-S+ HCHO 





Su amine primarie 
R— CH— CH_—NH,_—> R— CH— CH NH OH 


Su amine secondarie 


R— CH— CH— NH — CH_——> R— CH;—CH_NOH—CH, 





R—CH—S—CHR >» R_CH_ST—CH,R 


Figura 25.9 


Reazioni catalizzate dalla citocromo P450 monoossigenasi. In tutti i casi, la reazione 


consiste nell'inserimento di un atomo di ossigeno nel substrato 


con glicina, solfato, acido glucuronico, glutatione, 
acido acetico o metile è il processo che il fegato im- 
piega non solo per detossificare composti tossici 
endogeni ed esogeni, ma anche per inattivare 0 av- 
viare alla eliminazione ormoni di natura idrofobica. 

a. Coniugazione con la glicina. E utilizzata per 
facilitare la eliminazione di acidi aromatici come 
l’acido benzoico e salicilico. L'acido benzoico, ad 
esempio, una volta introdotto nell’organismo si ri- 
trova dopo qualche tempo nelle urine in forma di 


acido ippurico (benzoil-glicina). Il processo impli- 
ca l’attivazione dell’acido benzoico con il CoA e la 
sua successiva coniugazione con la glicina. 

b. Coniugazione con il solfato. Il solfato viene 
preliminarmente attivato a “solfato attivo” (PAPS) 
a spese di due molecole di ATP. Il PAPS, che viene 
utilizzato dal fegato come da altri tessuti, per incor- 
porare il solfato nei glicosaminoglicani e nei solfo- 
lipidi, agisce come donatore di gruppi solforici con 
formazione degli esteri solforici anche di numerosi 
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composti tossici ed ormonali (ad es. l’ormone ste- 
roideo estrone). Questi, trasformati in forme solubi- 
li, passano nel sangue e vengono poi eliminati con 
le urine. 

c. Coniugazione con acido glucuronico. 
L’UDP-glucuronato funge da substrato nella coniu- 
gazione dell’acido glucuronico con vari fenoli eso- 
geni, molti ormoni steroidei, l’ormone tiroideo 
3,5,3 trilodotironina (T3) e la bilirubina, formando 
1 rispettivi glucuronidi. 

d. Coniugazione con glutatione (GSH). Il glu- 
tatione (Y-glutammil-cisteinil-glicina), di natura nu- 
cleofila, può essere trasferito su molecole elettrofi- 
le attraverso il suo gruppo sulfidrico con intervento 
della g/utatione-S-transferasi, enzima particolar- 
mente abbondante nel fegato. La reazione generale 
è la seguente: 


X + G-SH > X-S-G 


in cui X è un qualunque elettrofilo. La coniugazio- 
ne con il glutatione è comunemente usata con far- 
maci e xenobiotici potenzialmente tossici, spesso 
composti alogenati e nitrocomposti, tra cui alcune 
sostanze cancerogene. Questo tipo di coniugazione 
più che “inattivare” la molecola elettrofila la “bloc- 
ca”, impedendo che reagisca con DNA, RNA e pro- 
teine cellulari ed evitando così effetti dannosi. Il co- 
niugato con il glutatione può essere eliminato come 
tale con le urine. In alcuni casi, però, esso viene ul- 
teriormente modificato con distacco dei residui di 
acido glutammico e glicina e successiva acetilazio- 
ne dell’ammino gruppo della cisteina. 

Una stessa molecola può subire la coniugazione 
in modi diversi, come nel caso di un farmaco molto 
usato negli stati influenzali e febbrili, il paraceta- 
molo (acetamminofene), che può essare coniugato 
sia con il solfato, sia con l’acido glucuronico, ma 
anche produrre, attraverso CYP2E1 (che metaboliz- 
za l’etanolo), un intermedio tossico (N-aceti/-p- 
benzochinoneimmina, NAPOI), a sua volta coniuga- 
to con glutatione per l’eliminazione. Se i/ farmaco 
viene assunto in eccesso, NAPOI può danneggiare 
le proteine funzionali. Normalmente, nelle dosi te- 
rapeutiche corrette, l’acetamminofene produce cir- 
ca il 10% di NAPQI, che viene completamente co- 
niugato dall’acido glucuronico; a dosi troppo eleva- 
te e ripetute i sistemi iniziali di coniugazione diven- 
tano insufficienti e si forma una maggiore quantità 
di NAPQI che non può più essere totalmente elimi- 
nata dalla coniugazione con il glutatione. La stessa 
situazione si verifica in caso di etilismo cronico, in 
cui l’attività della CYP2E1 è incrementata per indu- 
zione a causa dell’abuso continuato di alcol. Un ri- 
medio efficace alla tossicità del paracetamolo è la 


somministrazione di N-acetil-cisteina che aumenta 
1 livelli di GSH da utilizzare per la coniugazione 
della NAPQI. 

e. Coniugazione con acido acetico. 
L’acetilazione è un processo utilizzato dal fegato 
per inattivare molecole contenenti gruppi amminici 
di origine esogena. Gli enzimi interessati sono ace- 
tiltransferasi e l’agente acetilante è l’acetil-CoA. 

f. Coniugazione mediante metilazione. E un 
processo usato per inattivare taluni composti feno- 
lici, quali le catecolamine e l’acido nicotinico. 
L’agente metilante è /a S-adenosilmetionina con in- 
tervento di metil-trasferasi. 


Altri processi di detossificazione 


Anche l’ureagenesi, che incorpora l’ammoniaca 
(tossica) in urea (non tossica), costituisce un tipico 
processo di detossificazione epatica. Altrettanto di- 
casi dell’ ossidazione dell’etanolo in acetato (vedi 
paragrafo seguente). Nella logica delle modifica- 
zioni chimiche introdotte in alcuni metaboliti termi- 
nali allo scopo di facilitarne la eliminazione, si può 
inserire anche il processo dell’uricogenesi. In que- 
sto caso il processo chimico impiegato è la ossida- 
zione a carico del nucleo purinico, catalizzata dalla 
xantina ossidasi con produzione di acido urico. La 
xantina ossidasi è particolarmente abbondante nel 


fegato. 


METABOLISMO EPATICO 
DELL'ETANOLO 


A differenza delle droghe, leggere o pesanti, i 
cui effetti sono solo negativi, l’etanolo, in quanto 
suscettibile di essere metabolizzato dall’organismo 
con produzione di energia, viene considerato ‘“n0 
pseudo-alimento dotato di effetti psicotropi”. In ef- 
fetti l’etanolo ha un elevato contenuto energetico, 7 
kcal/g, un valore intermedio fra quello dei glucidi e 
dei lipidi. Tuttavia a differenza dei comuni (veri) 
nutrienti (glucidi, lipidi e protidi) che, quando as- 
sunti in eccesso, possono essere accumulati, in mi- 
sura maggiore o minore, nei vari organi e tessuti, 
l’etanolo non viene depositato, bensì catabolizzato 
o eliminato al più presto. Altra differenza riguarda 
la sede di utilizzazione: mentre i comuni nutrienti 
possono essere utilizzati da tutti i tessuti, /’etanolo 
è metabolizzato primariamente solo dal fegato. 

Le caratteristiche generali del metabolismo del- 
l’etanolo sono riassunte nella Tabella 25.V. 

L’etanolo viene assorbito per libera diffusione 





Tabella 25.V 


Caratteristiche generali del metabolismo dell’etanolo. 


INTRODUZIONE con bevande alcoliche: birra 
(3-4%), vino (8-15%), liquori 


(20-45%) 


diffusione spontanea attraver- 
so le membrane cellulari; 
oltre il 90% è assorbito a li- 
vello dell'intestino tenue e 
meno del 10% a livello del 
cavo orale e dello stomaco 


ASSORBIMENTO 


rapida, in tutti i compartimenti 
acquosi dell'organismo; 

non si accumula in alcun tes- 
suto 


DISTRIBUZIONE 


CONCENTRAZIONE 
PLASMATICA 


influenzata da: 

— massa grassa 

— tempo di svuotamento ga- 
strico 

|- velocità di ossidazione 


ELIMINAZIONE come tale solo in minima 
quantità (2-5% della quota in- 
gerita) con l’aria espirata, il 


sudore e l'urina 


METABOLISMO — quasi esclusivamente epati- 
co attraverso processi OSsi- 
dativi; 

- efficiente: 100 mg/h/kg pe- 
so corporeo in condizioni fi- 
siologiche; 

— può aumentare per adatta- 

| mento nell’etilista cronico; 
non esistono meccanismi 
specifici di controllo inibito- 
rio 





principalmente dall’intestino tenue ed in parte mi- 
nore anche dalla mucosa orale e dallo stomaco; la 
velocità di assorbimento è quindi proporzionale al- 
la quantità di etanolo ingerito e la barriera gastroin- 
testinale non oppone alcun controllo al suo assorbi- 
mento. 

Gran parte dell’etanolo assunto viene metaboliz- 
zato in CO, ed H;0 ed una porzione, variabile fra il 
5 ed il 15 %, viene eliminata come tale con l’aria 
espirata, il sudore e le urine. La capacità dell'orga- 
nismo di metabolizzare l’etanolo è elevata (normal- 
mente corrispondente a circa 100 mg/ora/Kg di pe- 
so), dipende anche da fattori genetici, varia da indi- 
viduo ad individuo e da razza a razza. 
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Figura 25.10 Trasformazione dell’etanolo in 
acido acetico nell’epatocita 


NAD* 
NADH (H*) 





E il fegato l’organo maggiormente impegnato 
nel metabolismo dell’etanolo attraverso processi 
ossidativi. In condizioni di apporto limitato, l’eta- 
nolo viene ossidato in aldeide acetica e questa in 
acido acetico, che per la maggior parte viene river- 
sato in circolo (Fig. 25.10). 

Solo in minor misura l'acido acetico viene atti- 
vato nel fegato stesso ad acetil-CoA e quindi ossi- 
dato in CO, nel ciclo di Krebs od incorporato nei 
corpi chetonici, o negli acidi grassi. L'attività della 
acetato tiochinasi epatica, l’enzima che trasforma 
l’acetato in acetil-CoA, è infatti relativamente scar- 
sa. Per contro nei tessuti extraepatici e con partico- 
lare rapidità nel miocardio, l'acetato rilasciato dal 


fegato viene attivato in acetil-CoA e prontamente 


ossidato a CO, 

Quando l’apporto di etanolo è elevato il fegato 
diventa incapace di convertire tutto l’etanolo in 
acetato: e riversa in circolo anche aldeide acetica 


(Fig. 25.11). 


Enzimi epatici che ossidano 
l’etanolo in aldeide acetica 


L’ossidazione dell’etanolo in aldeide acetica a 
livello epatico può essere catalizzata da tre differen- 
ti enzimi: l'alcool deidrogenasi, una citocromo 
P450 monoossigenasi (CYP, o sistema microsomia- 
le ossidante etanolo, MEOS) e la catalasi (Fig. 
25.12). 


Alcool deidrogenasi (ADH). Questo enzima ca- 
talizza l'ossidazione dell’etanolo in aldeide acetica 
a spese del NAD': 
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Figura 25.11 Destini dei 
prodotti del metabolismo 
dell’etanolo in condizioni 
di assunzione moderata 
ed elevata dell'alcool 
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CH3CH30H + NAD* 4 CH3CHO + NADH +H* (NAD' ed etanolo) all’enzima, gli altri due hanno la 
funzione di stabilizzarne la struttura terziaria. La di- 

L’ADH contiene 4 atomi di Zn°* per molecola; pendenza delle attività dell’ADH dallo Zn?* spiega 
due di questi sono situati in corrispondenza del sito il maggiore fabbisogno in Zn?* degli etilisti cronici. 
attivo e contribuiscono al legame dei substrati L’ADH umana esiste in forme molecolari multi- 
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Figura 25.12 Enzimi im- 
plicati nel metabolismo 
ossidativo dell’etanolo 
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Tabella 25.VI 
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Polimorfismo dell'alcool deidrogenasi (ADH) umana. 
L'enzima attivo è un omo- o eterodimero. 
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ple, codificate da differenti geni, ognuno dei quali 
presenta diverse varianti alleliche (polimorfismo). 
Gli isoenzimi sono proteine omo- o dimeriche cito- 
soliche, suddivise in differenti classi, caratterizzate 
dalla presenza di subunità diverse, da differente af- 
finità per i substrati e differente localizzazione 
(Lab. 25, VI), 

L’ADHI rappresenta la principale classe di 
ADH del fegato (95% dell’attività di quest’organo) 
e costituisce circa il 3% di tutte le proteine epatiche. 
Gli isoenzimi della classe I dell’ADH sono dimeri 
composti dalle subunità a, b, e g (codificate dai lo- 
ci ADHIA, ADH1B e ADHIc nel cromosoma 4) ed 
hanno K,, piuttosto basse (e quindi elevata affinità) 
per l’etanolo. Si conoscono altre forme di ADH: 
ADH2, presente nel fegato e con alta K, per l’eta- 
nolo; ADH3, ubiquitaria (presente in grandi quanti- 
tà nel fegato), inattiva sull’etanolo e, al contrario, 
attiva su alcool a lunga catena; ADH4, presente nel 
tratto gastrointestinale (può essere responsabile del 
cancro associato all’etilismo) e ADHS, presente nel 
fegato fetale. 

La presenza di diverse forme di ADH, a diversa 
localizzazione, oltre che epatica, e l’ampia variabi- 
lità genetica riscontrata nella popolazione, condi- 
ziona la predisposizione e la tolleranza all’alcool in 
individui diversi. 


Sistema microsomiale ossidante l’etanolo 
(MEOS = Microsomal Ethanol Oxidizing System). 
Si tratta di idrossilasi a funzione mista associate al- 
la frazione microsomiale, facenti parte della fami- 
glia delle monoossigenasi CYP, che costituiscono 1 
sistemi di detossificazione della fase 1 (vedi in pre- 
cedenza); la forma più attiva sull’etanolo è la già ri- 
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cordata CYP2EI/ (spesso denominata ancora 
MEOS); utilizzando l’etanolo come substrato, 
CYP2EI catalizza la seguente reazione, producen- 
do acetaldeide, come nel caso della ADH: 


CH;-CH,0H + NADPH + H' +0) > 
CH;-COH + NADP* + 2 H0 


CYP2EI è inducibile dall’etanolo e l'ipertrofia del 
reticolo endoplasmatico liscio, di cui il MEOS è 
parte integrante, costituisce una delle prime modifi- 
cazioni morfologiche conseguenti ad ingestione di 
elevate quantità di etanolo. Quest ‘ipertrofia è un fe- 
nomeno di adattamento, che conferisce al fegato 
aumentata capacità a metabolizzare l’etanolo. 
CYP2EI1 è tuttavia un sistema aspecifico, capace 
anche di metabolizzare molti farmaci e sostanze 
tossiche ed il suo potenziamento funzionale indotto 
dall’etanolo si traduce anche in una maggior effi- 
cienza nel loro smaltimento. Per questa ragione /‘e- 
tilista richiede un dosaggio di farmaci generalmen- 
te più elevato per ottenere lo stesso effetto farmaco- 
logico; d’altra parte l’ingestione contemporanea di 
farmaci e alcol li mette in competizione per lo stes- 
so sistema di smaltimento, alterando le relative ci- 
netiche di detossificazione ed eliminazione. 

Un’altra considerazione importante è che / ‘indu- 
zione della CYP2E1 può avere conseguenze negati- 
ve, sia perché produce acetaldeide, composto tossi- 
co (quando non viene metabolizzata rapidamente 
dalla acetaldeide deidrogenasi entra in circolo e 
danneggia i tessuti), sia perché dall’azione della 
CYP2EI (come di tutte le CYP) si producono radi- 
cali liberi, che possono danneggiare il fegato e por- 
tare a forme degenerative epatiche, come la cirrosi. 

Da notare che, quando l’etanolo è metabolizzato 
dalla CYP2EI], non si produce NADH (+ H*) come 
nel caso dell’ADH, ma viene consumato NADPH 
(+ H*). Conseguentemente diminuisce la resa ener- 
getica dell’etanolo ed inoltre si altera l’equilibrio 
ossido-riduttivo della cellula. 


Catalasi. La catalasi è in grado di catalizzare, 
fra le altre, la seguente reazione: 


CH;-CH;0H + H30, > CH3-COH + 2 H30 
La catalasi epatica ha una K,, per l’etanolo di 
circa 20 mM; pertanto il suo contributo all’ossida- 


zione dell’etanolo è significativo solo quando l’eta- 
nolo è presente in concentrazioni molto elevate. 


Ossidazione dell’aldeide acetica in 
acido acetico 


Aldeide deidrogenasi mitocondriale (ALDH) 
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L’aldeide acetica, prodotto di ossidazione dell’e- 
tanolo, viene quindi ossidata in acido acetico nello 
stesso epatocita ad opera della acetaldeide deidro- 
genasi mitocondriale (ALDH), che catalizza la rea- 
zione: 


CH3CHO + NAD* + CH;COOH + NADH + H* 


La reazione è praticamente irreversibile a causa 
della bassa affinità dell’acetato per l’enzima, che ha 
invece un’elevata affinità per l’acetaldeide. Come 
l’ADH, anche questo enzima ha diverse forme 
isoenzimatiche. L 'isoenzima ALDH2 è normalmen- 
te responsabile dell’ossidazione di oltre l'’80% del- 
l'acetaldeide; individui con varianti dell’ ALDH2 
hanno una capacità notevolmente ridotta di metabo- 
lizzare l’acetaldeide, il cui accumulo può causare 
nausea e vomito, ma, nello stesso tempo, previene il 
vizio dell’alcol (fra gli alcolisti non sono mai stati 
trovati individui portatori delle varianti di ALDH 
inefficienti). 

L’ALDH, la cui attività richiede l’integrità dei 
suoi gruppi tiolici (-SH), è inibita da reagenti tioli- 
ci e fra questi i/ disulfiram, farmaco usato nella ‘te- 
rapia di disgusto”. Infatti l'accumulo di acetaldei- 
de indotto dal farmaco crea tale malessere (come 
nel caso degli individui con le varianti della 
ALDH2) da indurre talvolta l’etilista alla rinuncia 
delle bevande alcooliche. 


LATTATO 
IPOGLICEMIA 











Alterazioni metaboliche indotte 
dall’etanolo 


Gran parte delle alterazioni metaboliche del fe- 
gato indotte dall’etanolo sono conseguenti all’ec- 
cesso di equivalenti riducenti (NADH) che l’ossida- 
zione dell’etanolo ad acetato comporta ed alla con- 
seguente scarsa o nulla disponibilità di NAD* (Fig. 
25:13), 

Per eccesso di NADH il piruvato viene ridotto 
ad acido lattico e sottratto sia all’ossidazione ad 
acetil-CoA, sia alla carbossilazione ad ossaloaceta- 
to. La diminuita formazione di ossaloacetato deter- 
mina un blocco della gluconeogenesi, anche perché 
l’ossaloacetato preesistente viene ridotto a malato 
dall’eccesso di NADH. Si spiega così la ipoglice- 
mia che spesso consegue ad ingestione di etanolo, 
specie in condizioni di digiuno e che può complica- 
re, a volte drammaticamente, l’etilismo acuto. 
Dagli stessi equivalenti riducenti il fosfodiossiace- 
tone viene ridotto a glicerolo-3-fosfato e questo, 
combinandosi con gli acil-CoA, forma i trigliceridi. 
Questi ultimi in parte si accumulano nel fegato, 
producendo steatosi, ed in parte vengono esportati 
in circolo con le VLDL, il cui contenuto nel sangue 
aumenta considerevolmente. 

Queste alterazioni metaboliche sono ancor più 
accentuate allorché, come sovente accade, l’inge- 
stione di alcool è associata ad un’insufficiente ali- 
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Figura 25.13 Alterazioni metaboliche conseguenti all’ingestione di etanolo 











mentazione. Per tale concomitanza il fabbisogno 
glucidico è ancor più dipendente dalla gluconeoge- 
nesi (che però è resa difficile). L esaltata mobilizza- 
zione degli acidi grassi accentua la steatosi epatica 
e l'immissione di trigliceridi nel sangue, ma porta 
inesorabilmente alla chetosi. 

Naturalmente questi deragliamenti metabolici 
conseguono ad ingestione di elevate quantità di eta- 
nolo. Al contrario un moderato consumo di etanolo, 
in modo ancor più evidente se associato ad eserci- 
zio fisico, induce un aumento del colesterolo legato 
alle HDL. Questa particolare frazione di colestero- 
lo avrebbe un’azione protettiva contro la malattia 
aterosclerotica coronarica. Da qui il discreto favore 
che oggi incontra l’assunzione di moderate quantità 
di etanolo. 
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Citoscheletro: Motori molecolari - Microtubuli - Microfilamenti - Filamenti 
intermedi 

Il tessuto muscolare - Proprietà generali del tessuto muscolare, dati com- 
posizionali 

Organizzazione strutturale del muscolo scheletrico - Miofibrille e sarco- 
meri - Struttura delle proteine miofibrillari - Proteine strutturali e regolatorie 
Meccanismo della contrazione del muscolo scheletrico 

Tipologia delle fibre muscolari scheletriche - Azione dell’esercizio fisico 
sul tipo di fibre muscolari 

L’energia “fosfato” nel muscolo scheletrico - Il sistema creatina-fosfo- 
creatina - Catabolismo degli adenin-nucleotidi 

L'esercizio anaerobico 
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Organizzazione strutturale del muscolo cardiaco - Caratteristiche mor- 
fologiche dei cardiomiociti - Struttura delle proteine miofibrillari miocardiche 
Meccanismo della contrazione del muscolo cardiaco - Innesco del pro- 
cesso contrattile - Regolazione catecolaminica della contrazione miocardica 
Omeostasi del Ca?* nella cellula miocardica - Sistemi adibiti alla estrazio- 
ne del Ca?+ dal sarcoplasma: le “pompe del calcio” - Sistemi adibiti alla “im- 
missione” del Ca?* nel sarcoplasma: i “canali” del calcio 

L’energia “fosfato” nel miocardio 

I substrati ossidabili utilizzati dal miocardio - Glucosio - Acido lattico - 
Acidi grassi - La carnitina nel miocardio - Amminoacidi 

Modificazioni metaboliche nell’anossia e nella ischemia 

Il cuore come organo endocrino 

Diagnostica enzimatica dell’ischemia cardiaca 

ipertrofia ed insufficienza cardiaca 

Il tessuto muscolare liscio 


INTRODUZIONE 


La motilità è una caratteristica comune a pressocché tutte le cellule: ne sono esem- 
pi la formazione del fuso mitotico, la citochinesi (o separazione delle cellule) che fa 
seguito alla mitosi, le modificazioni della forma delle cellule, gli spostamenti di mo- 
lecole o organelli subcellulari lungo i microtubuli, i movimenti dei flagelli o delle ci- 
glia cellulari, le contrazioni del citoscheletro in diversi eventi cellulari quali l’endoci- 
tosi. La motilità costituisce però l’espressione finale del differenziamento nelle ce//u- 
le muscolari, che compongono il tessuto più abbondante degli organismi come l’uo- 
mo, depositario, assieme all’apparato scheletrico e legamentoso, delle attività moto- 
rie. 
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Figura 26.1 Organizzazione strutturale di un microtubulo 


(DI DISSOCIAZIONE) 


A: polimerizzazione lineare degli eterodimeri di tubulina a e B con formazione di una struttura cilindrica. B: parziale 
fusione longitudinale di due microtubuli con formazione di una coppia (o paio) di microtubuli, con un sottotubulo A 


e un sottotubulo B di diverso diametro. 


CITOSCHELETRO: MOTORI 
MOLECOLARI 


Il citoscheletro, l’impalcatura fibrosa intracellu- 
lare, è costituito da microtubuli, microfilamenti e fi- 
lamenti intermedi. 


Microtubuli 


I microtubuli sono strutture cilindriche, cave al- 
l’interno, con diametro di 24 nm, risultanti dalla 
polimerizzazione lineare della #bulina, proteina 
dimerica formata da due subunità globose, molto 
simili tra di loro e ciascuna di PM 55.000, la &-tu- 
bulina e la B-tubulina. Entrambe le tubuline legano 
GTP in un’apposita nicchia (Fig. 26.1A). Le due 
subunità, saldamente coese in presenza di Ca?* e 
lunghe 8 nm, si giustappongono longitudinalmente 
formando protofilamenti che si allineano l’uno ac- 
canto all’altro: in una sezione trasversale compaio- 
no 13 protofilamenti. I microtubuli sono strutture 
dinamiche con continua aggregazione longitudina- 
le di dimeri di tubulina e altrettanto continua disag- 
gregazione. L’estremità del microtubulo dove av- 
viene l’aggregazione (o crescita) è detta “estremità 
più’ e quella dove si verifica la disaggregazione 
“estremità meno”. L'energia necessaria per l’aggre- 
gazione è fornita dalla concomitante idrolisi di 
GTP. I microtubuli spesso si appaiano (in particola- 
re negli assonemi di ciglia e flagelli), con parziale 
fusione e condivisione di tre protofilamenti, costi- 


tuendo una coppia (o paio) in cui un sottotubulo 
(‘‘sottotubulo A”) ha minore diametro e l’altro 
( “sottotubulo B") un maggiore diametro (Fig. 
26.1B). Alla costituzione del microtubulo funzio- 
nante partecipano altre proteine (presenti anche nel 
citosol e associantesi al microtubulo) essenziali nel 
determinare le proprietà meccano-chimiche della 
struttura microtubulare (-attività di movimento ac- 
coppiate a reazioni chimiche-idrolisi di ATP-). Fra 
queste proteine importanti sono le dineine, proteine 
ad attività ATP-asica, costituite da due o tre catene 
pesanti (0, B e Y, quest’ultima non sempre presen- 
te), di PM compreso fra 400.000 e 500.000 e parec- 
chie catene leggere di PM variante da 15.000 a 
120.000. Le catene leggere, posizionate ad una 
estremità della dineina, interagiscono con la parte 


flessibile delle catene pesanti le quali si continuano 


con una porzione globosa centrale e terminano con 
una porzione più allungata nella quale risiede 
l’ATP-asi. La dineina è coinvolta nella motilità di 
flagelli e ciglia, derivante dallo scivolamento dei 
microtubuli (o fasci di microtubuli) l’uno sull’altro 
(Fig. 26.2). Infatti, essa si arpiona stabilmente ad 
un sottotubulo A costituito da un paio di microtubu- 
li attraverso le proprie catene leggere a loro volta 
collegate alla porzione ‘flessibile’’ delle catene pe- 
santi. La porzione terminale delle catene pesanti si 
aggancia invece al sottotubulo B costituito da un al- 
tro paio di microtubuli. L’aggancio è ATP dipen- 
dente. In presenza di ATP, che si lega ad una delle 
catene pesanti delle dineina, l’aggancio è impedito. 
Con intervento della ATP-asi, che idrolizza l’ ATP, 
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Figura 26.2 Rappresentazione schematica delle interazioni fra due paia di microtubuli (con sotto- 
tubuli A/B) e la dineina, la quale si fissa stabilmente al sottotubulo A di un paio e labilmente, con 
arpionamento e distacco, al sottotubolo dell'altro paio, imprimendo così “scorrimento” 





la catena pesante (cui resta attaccato l’ADP) subi- 
sce una modificazione conformazionale che le con- 
sente di arpionare il sottotubulo B e fare così allon- 
tanare questo paio di microtubuli da quello cui è 
stabilmente attaccata l’altra estremità della dineina. 
L’ingresso di ATP sulla catena pesante, a seguito 
dell’interruzione dell’attività ATP-asica, riconduce 
allo stato di partenza con distacco della dineina dal 
sottotubulo B. La ripresa di attività ATP-asica ripro- 
pone un nuovo processo di arpionamento e di scor- 
rimento. L'attività intermittente e pulsatoria 
dell’ATP-asi, diventa quindi strumento di motilità. 
La sequenza dei processi di arpionamento e distac- 
co e quindi lo scorrimento di un paio di microtubu- 
li sull’altro avviene nella stessa direzione del pro- 
cesso di polimerizzazione dei dimeri di tubulina, 
cioè dall’estremità “più” all’estremità “meno”. 
Altre proteine implicate nei processi di motilità 
coinvolgenti i microtubuli sono le chinesine e il 
processo interessato è il movimento intracellulare 
di organuli quali mitocondri, vescicole e corpi mul- 
tivescicolari: l’esempio tipico è il flusso assonale. 
Le chinesine, di PM complessivo intorno a 
360.000, sono costituite da diverse subunità con 


PM compreso fra 65 e 110.000, distinte in catene 
leggere poste ad una estremità, e catene pesanti 
(globose) all’altra estremità (Fig. 26.3). Analo- 
gamente alle dineine le catene leggere si fissano 
stabilmente alla superficie dell’organulo mentre 
quelle pesanti, che posseggono attività ATP-asica, 
si attaccano (con arpionamento), o staccano, alle 
strutture microtubulari consentendo un “cammino” 
dell’organulo lungo il microtubulo nella direzione, 
in questo caso, dall’estremità “meno” a quella 
“più”. Anche in questo processo l’energia necessa- 
ria per sostenere il movimento è fornita dall’idroli- 
si dell’ATP e l’attività pulsatoria e intermittente 
dell’ ATP-asi ne è lo strumento operativo. Le dinei- 
ne e le chinesine sono esempi tipici di “motori mo- 
lecolari”. La separazione dei centrioli e dei croma- 
tidi durante la mitosi sembra avvenire anch’essa per 
scorrimento sui microtubuli del fuso mitotico con 
intervento di una proteina-motore molecolare. 

La polimerizzazione e depolimerizzazione dei 
microtubuli e l’azione dei motori molecolari sono 
meccanismi delicati e complessi. Interferenze in 
questi processi possono sconvolgere il regolare 
svolgimento di eventi fondamentali della vita cellu- 
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Figura 26.3 Rappresentazione schematica del movimento di organelli e vescicole su una struttu- 


ra microtubulare mediato dalla chinesina 


lare quali la proliferazione e il trasporto intracellu- 
lare di organelli, l’endo- e l’eso-citosi. La vinb/asti- 
na (e vincristina) e il taxolo, sostanze di origine ve- 
getale a potente azione antiblastica, bloccano il ci- 
clo cellulare le une inibendo e l’altro stimolando la 
polimerizzazione dei dimeri di tubulina in microtu- 
buli. Anche la co/chicina, un tempo usata come an- 
tidolorifico, blocca la polimerizzazione dei micro- 
tubuli e arresta la mitosi. L'azione di questo alcalo1- 
de vegetale ha trovato inaspettate applicazioni nella 
flora- e frutti-coltura (è usato, per esempio, per ot- 
tenere fiori più grandi e con più petali, e frutti più 
ricchi di zuccheri). 


Microfilamenti 


I microfilamenti derivano dalla polimerizzazio- 
ne lineare di almeno due tipi di proteine globose, 
l’actina e l’actina Y, strutturalmente analoghe al- 
l’actina del muscolo scheletrico. Le actine mono- 
meriche sono actine-G, il filamento di actina, acti- 
na-F. Due filamenti di actina, ciascuno con spesso- 
re di 7 nm, si attorcigliano l’uno sull’altro forman- 
do una doppia elica. I filamenti di actina, fluttuanti 
nel citosol, si collegano l’uno con l’altro o con com- 
ponenti della membrana plasmatica attraverso pro- 
teine globose di connessione chiamate fi/amine. Nel 
contempo interagiscono con molecole di miosina, 
di solito aggregate in dimeri, che, arpionando 1 fila- 
menti di actina con reazioni meccanico-chimiche 


ATP-dipendenti, provocano movimenti intracellula- 
ri. I microfilamenti di actina sono coinvolti nelle 
modificazioni di conformazione delle cellule (com- 
presi quelli propri del movimento ameboide) e nel 
processo della citochinesi: anello contrattile che 
produce il solco di divisione, a sua volta responsa- 
bile della scissione in due della cellula, è costituito 
da microfilamenti di actina ancorati alla membrana 
plasmatica e interagenti con la miosina. 


Filamenti intermedi 


I filamenti intermedi sono strutture fibrose di na- 
tura proteica, costituite da molecole allungate con 
dominio centrale a bastoncello ed estremità amino- 
e carbossi-terminale più affusolate, spesso associa- 
te in fasci a disposizione elicoidale. Generalmente 
sono molecole stabili e costituiscono una sorta di 
impalcatura delle cellule. Filamenti intermedi sono: 
(a) le cheratine, di tipo I (acide) e II (basiche), con 
PM compreso fra 40.000 e 70.000, presenti nelle 
cellule epiteliali, nei capelli e nelle unghie; (b) il 
gruppo delle vimentine, comprendenti la vimentina 
(PM 54.000), presente in varie cellule mesenchima- 
li, la desmina (PM 53.000) del muscolo, la proteina 
acida fibrillare gliare (PM 50.000) presente nelle 
cellule gliari, e la periferina (PM 66.000) abbon- 
dante nei neuroni; (c) neurofilamenti, tipici delle 
cellule neuronali, con PM variante da 60.000 a 
130.000; e (d) le /amine (PM 65.000-75.000) pre- 
senti nei nuclei, che al momento della mitosi vanno 
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incontro a fosforilazione e si dissociano, per poi ri- 
associarsi a mitosi conclusa. 


IL TESSUTO MUSCOLARE 


Proprietà generali del tessuto 
muscolare; dati composizionali 


Le cellule muscolari, o miociti, che costituisco- 
no il tessuto muscolare, hanno la capacità contratti- 
le come prerogativa funzionale. Infatti il loro cito- 
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Tabella 26.I 


I principali componenti dei tessuti muscolari scheletri- 
co. cardiaco e liscio (valori percentuali sul peso fre- 
sco). 


plasma è molto ricco di strutture contrattili, le mi0- 
fibrille. Nei vertebrati il tessuto muscolare si distin- 
gue in tessuto muscolare scheletrico, tessuto mu- 
scolare cardiaco e tessuto muscolare liscio. Le cel- 
lule del tessuto muscolare scheletrico (Fig. 26.4) di 
forma cilindrica e provviste di numerosi nuclei, 
hanno lunghezza variabile da 1 a 40 mm, e sono an- 
che denominate fibre muscolari. Nel muscolo car- 
diaco le cellule (cardiomiociti) sono pure cilindri- 
che, più piccole (100-120 um), prevalentemente 
mononucleate, e tra di loro connesse con dischi in- 
tercalari. Costituiscono un sistema sinciziale. I 
miociti del muscolo liscio sono cellule fusiformi, 
mononucleate, di lunghezza fra i 20 e i 130 um 
(vedi Capitolo “Biochimica del tessuto vascola- 
re”). Caratteristica dei miociti scheletrici e cardiaci 
sono le strutture trasversali (striature) che riflettono 
l’architettura muscolare ordinata delle miofibrille. 
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Figura 26.4 Caratteristiche morfologiche generali dei muscoli striato, cardiaco e liscio 


I componenti principali dei tessuti muscolari 
scheletrico, cardiaco e liscio, sono presentati nella 
Tabella 26.I. Tra le proteine vanno distinte: /e pro- 
teine miofibrillari a funzione contrattile,le proteine 
strutturali e proteine regolatorie, e le proteine en- 
zimatiche che sostengono il metabolismo muscola- 
re. Il tessuto muscolare scheletrico è stimolato e 
controllato dal sistema nervoso volontario, quello 
cardiaco e liscio dal sistema nervoso vegetativo. 


ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE 
DEL MUSCOLO SCHELETRICO 


Miofibrille e sarcomeri 


L’organizzazione strutturale di un muscolo sche- 
letrico è illustrata nella Fig. 26.5. L’unità costituti- 
va è la fibra o cellula muscolare (C della Fig. 26.5) 
a forma cilindrica (diametro 50-100 um) e molto al- 
lungata. Più unità cellulari sono riunite, in parallelo 
l’una sull’altra, in un fascio (B della Fig. 26.5). Un 
muscolo anatomicamente distinto (A della Fig. 
26.5) è costituito da numerosi fasci, tenuti insieme 
da tessuto connettivo. Ogni fibra o cellula musco- 
lare è delimitata dalla membrana plasmatica (sarco- 
lemma) e contiene parecchi fasci di miofibrille. Il 
sarcolemma, in corrispondenza dei due lati della 


banda I e in vicinanza della banda Z (vedi oltre), 
presenta una introflessione che delimita un “canali- 
colo” decorrente perpendicolarmente all’asse longi- 
tudinale della fibra muscolare: l’insieme di questi 
canalicoli costituisce i/ sistema tubulare trasverso 
(sistema a T). Il reticolo endoplasmatico (0 sarco- 
plasmatico) è formato da una rete continua di cana- 
licoli a decorso parallelo ai fasci di miofibrille. 
Questi canalicoli confluiscono in un tubulo più 
grosso a disposizione trasversale che decorre conti- 
guamente al canalicoli sarcoplasmatici trasversi ed 
è chiamato cisterna terminale. Questa contiguità fra 
strutture del sarcolemma (sistema a T) e del retico- 
lo sarcoplasmatico (cisterna terminale) è di rilevan- 
te significato funzionale. Ogni cellula contiene più 
nuclei a forma ellissoidale con l’asse maggiore 
parallelo all’asse della cellula. I nuclei sono localiz- 
zati immediatamente sotto il sarcolemma con l’ap- 
parato di Golgi ad essi adiacente. I mitocondri, di 
cui sono particolarmente ricche le fibre “rosse” (ve- 
di oltre), sono dislocati in parte sotto il sarcolemma 
ed in parte fra le miofibrille in una disposizione 
molto ordinata. I mitocondri subsarcolemmatici 
fornirebbero 1’ ATP alle “pompe” del sarcolemma e 
del reticolo sarcoplasmico, mentre quelli interfibril- 
lari lo fornirebbero al sistema contrattile. 

Gli elementi strutturali tipici e più abbondanti 
delle cellule muscolari sono, come già detto, le 
miofibrille, sistemate ordinatamente l’una parallela 
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Figura 26.5 Organizzazione strutturale del muscolo scheletrico 





all’altra. Ciascuna miofibrilla consta a sua volta di 
miofilamenti (E della Fig. 26.5). Questi sono di due 
tipi: miofilamenti “spessi” e miofilamenti “sottili”, 
intercalati ordinatamente fra loro in modo tale da 
conferire alla cellula muscolare il tipico aspetto 
striato (al microscopio a contrasto di fase) per l’al- 
ternarsi di bande scure (birifrangenti o anisotropi- 
che) o bande A, e chiare (isotropiche) o bande I. A 
loro volta le bande I sono dimezzate da una linea 


densa, detta linea Z, mentre le bande A posseggono 
nella loro posizione centrale una banda meno densa 
detta banda H, a sua volta dimezzata da una linea 
densa, detta /inea M. 

Il sarcomero, o unità ripetitiva della miofibrilla, 
è il segmento che si estende fra due linee Z conti- 
gue (D, della Fig. 26.5). La banda A corrisponde al- 
la parte del sarcomero (a riposo) contenente i mio- 
filamenti spessi intercalati con una parte dei micro- 
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filamenti sottili; la banda (o zona) H è la parte del- 
la banda A in cui i miofilamenti spessi non si inter- 
calano con quelli sottili. La banda I corrisponde al- 
la parte del sarcomero (sempre a riposo) contenen- 
te la porzione dei miofilamenti sottili che non si in- 
tercalano con quelli pesanti. Pertanto nel muscolo a 
riposo non si hanno miofilamenti sottili nelle bande 
H, così come non si hanno miofilamenti spessi nel- 
le bande I. La linea Z contiene le proteine struttura- 
li, a disposizione trasversale, alle quali si aggancia- 
no i miofilamenti sottili; la linea M contiene le pro- 
teine strutturali, pure disposte trasversalmente, cui 
si agganciano, “coda a coda” le due parti dei miofi- 
lamenti pesanti. 


Struttura delle proteine 
miofibrillari 


Struttura molecolare dei miofilamenti “spessi”. 
La principale proteina dei miofilamenti ‘spessi’ è 
la miosina, a forma di lungo bastoncello (160 nm), 
con PM di 470.000. La miosina è costituita da due 
catene pesanti identiche, ciascuna con PM di 
200.000 e da due paia di catene leggere 1 cui PM va- 
riano, a seconda del tipo di muscolo, fra 15.000 e 
27.000 (Fig. 26.6). 

Alle estremità N-terminali le due catene pesanti, 
per il resto della loro lunghezza attorcigliate ad &- 
elica, formano due regioni globulari (teste), conte- 
nenti €-N-metil ed &-N-trimetilistidina, alle quali 
sono associate le catene leggere che possono pure 
contenere e-N-trimetilistidina. Le catene leggere 
(LC, “light chain”) sono di due tipi: LC, (PM 
22.000) e LC (PM 16.000) con sequenza C-termi- 
nale identica di 141 amminoacidi, e LC, 
(PM18.000). Ciascuna “testa” della miosina si asso- 
cia con due catene leggere, di cui una è una LC, , 
l’altra può essere o LC; o LC:. La regione globula- 
re della miosina è la sede dell’ aztività ATP-asica e 
dei siti di interazione con l’actina. La tripsina scin- 
de la miosina in due frammenti: uno completamen- 
te fibroso (meromiosina leggera) ed un secondo in 
parte fibroso ed in parte globulare (meromiosina pe- 
sante). La papaina scinde invece la miosina nella 
frazione globulare e nella frazione fibrosa (Fig. 
26.6) La frazione globulare è anche detta $, e il seg- 
mento del frammento fibroso compreso fra i punti 
di rottura della tripsina e della papaina $). I siti di 
idrolisi delle due proteasi, che non hanno struttura 
ad o-elica ma disordinata, costituiscono due ‘sn0- 
di” che consentono un certo movimento delle parti 
articolanti e giocano un ruolo importante nel pro- 
cesso della contrazione. 
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Figura 26.6 Struttura di una molecola di miosina 


| due tratti non avvolti a doppia elica e sensibili rispetti- 
vamente all’azione idrolitica della tripsina e della papai- 
na, costituiscono due snodi che consentono la ripiegatu- 
ra della molecola di miosina. 


Un miofilamento “spesso” è costituito da circa 
400 molecole di miosina unite in parti uguali in due 
fasci, dai quali protrudono, ad intervalli regolari e 
seguendo un ordine elicoidale, le coppie di teste re- 
sponsabili dei legami con i miofilamenti sottili du- 
rante il processo di contrazione. I due fasci di mio- 
sine sono contrapposti fra di loro e si dispongono 
“coda a coda” per cui la porzione mediana del mio- 
filamento è priva di “teste” (Fig. 26.5). Nel mezzo 
di questa porzione, in corrispondenza della linea M 
le code dei due fasci di miosina si ancorano alle 
proteine della linea M (vedi oltre) rimanendo così 
di fatto agganciate fra di loro. 

Ogni testa della miosina, più precisamente la 
frazione Sj, si può suddividere in due regioni, il 
“collo” in continuità con la coda e il “dominio mo- 
tore” dove ha sede l’attività ATP-asica (enzima 
Mg?*-dipendente) (Fig. 26.7). Il collo è costituito 
da un dominio della catena pesante, di PM intorno 
a 20.000, a struttura lineare. A questo dominio si as- 
sociano le due catene leggere: una, LC., fosforilabi- 
le su un residuo di serina, con funzione regolatrice 
e un’altra (LC; o LC) con funzione stabilizzatrice. 
E all’interno del “collo” che è collocato uno degli 
snodi o cerniere di ripiegamento della molecola. La 
rimanente porzione della miosina, a struttura globu- 
lare, contiene: (a) il sito catalitico della ATP-asi 
con tasca per l’ATP ed altri siti (“Loop 1”, ‘“p- 
loop”, ‘switch I” e “switch II’) di regolazione del- 
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Figura 26.7 Schema della struttura del frammento S; (testa) della miosina con indicazione di ‘“do- 
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l’attività enzimatica e delle sue interazioni con 
l’ATP e i suoi prodotti di idrolisi (ADP e P;); (b) 
quattro siti di interazione con l’actina (il “/00p 2”, il 
“loop secondario”, il “sito idrofobico”, e il “loop 
della cardiomiopatia”, così denominato in quanto 
alla presenza di una mutazione genica che ne modi- 
fica l’espressione si associa uno stato patologico - 
la cardiomiopatia ipertrofica familiare - caratteriz- 
zata da ridotta attività ATP-asica della miosina e 
minore velocità di contrazione del miocardio; e (c) 
un dominio molto compatto, detto convertitore, che, 
a seguito della idrolisi dell'ATP e all’attacco sulla 
miosina di ADP e P;, imprime al “collo” un movi- 
mento rotatorio di 90° con arpionamento e trasci- 
namento della actina. È questo il “dominio motore” 
della miosina quando si ancora alla actina. 


Struttura molecolare dei miofilamenti “sottili”. 
I miofilamenti sottili sono costituti dalle doppie eli- 
che allungate dell’actina e da due proteine regola- 
trici: la tropomiosina e la troponina. 


Actina. È una proteina globulare (actina-G, PM 
43.000) costituita da 376 residui di amminoacidi, 
uno dei quali è la e-N-trimetilistidina. Quando vie- 
ne isolata dal muscolo l’actina è in forma globulare 
legata ad una molecola di ATP (G-actina-ATP). La 
struttura della actina-G è illustrata nella Figura 
26.8. 

Sono riconoscibili 4 domini: i domini 1 e 2, 
esposti sulla superficie e più piccoli e i domini 3 e 


4, più grandi, situati più all’interno della molecola. 
Il dominio 1, che contiene entrambe le estremità N- 
e C-terminali, è quello maggiormente coinvolto 
nelle interazioni con la miosina. I domini 3 e 4 so- 
no coinvolti nelle interazioni con altri monomeri di 
actina. In un solco fra il dominio 2 e 4 è collocato 
l’ATP. Per aggiunta di Mg?* o Ca?* la actina-G po- 
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Figura 26.8 Struttura della G-actina 
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Figura 26.9 Actina (G e F), tropomiosina e tro- 
ponina (con le sue tre subunità) nell’ambito di 
un filamento sottile 


limerizza in actina-F costituita da 13-14 molecole 
di actina-G sistemate, come mostra la Figura 26.9, 
in sequenza a doppia elica allungata. 

La reazione di polimerizzazione è la seguente: 


n-actina-G + nATP+nCa?* + n-actina-G-ATP-Ca?* 
n-actina-G-ATP-Ca?* + actina-F-ADP, + nCa?* + nP; 


L’inserimento dell’ADP rende la actina-F più 
stabile. 

La funzione dell’actina è duplice: 1. interagire 
con le teste della miosina, formando il complesso 
acto-miosina; 2. stimolare (circa 200 volte) l’attivi- 
tà ATP-asica della miosina. 


Tropomiosina. È una proteina (PM 67.000) a 
forma di bastoncino lunga circa 42 nm, costituita da 
due catene (ca e B) fra loro avvolte ad a-elica. I fi- 
lamenti di tropomiosina sono alloggiati in solchi 
formati da due sequenze di actina-F (Fig. 26.9) a 
contatto con 7 monomeri di actina. In taluni tratti 
dei filamenti di actina molecole adiacenti di tropo- 
miosina si sovrappongono in configurazione testa- 
coda. Le zone di sovrapposizione sono quelle in cui 
sono alloggiate le tre subunità di troponina. La tro- 
pomiosina ha azione regolatrice sulla interazione 
actina-F-miosina alternativamente esponendo o 
mascherando i siti di legame dell’actina e della 
do Fe in rapporto con la sua capacità di legarsi al 
Ca. 


Troponina. La troponina (PM 76.000) è costi- 
tuita da tre subunità funzionalmente distinte: /a tro- 
ponina C (Tn-C), la troponina I (Tn-1) e la troponi- 
na T (Tn-T). La troponina C, di PM 18.000, costi- 
tuita da 159 amminoacidi, presenta 3 domini, due a 
struttura globulare collocati nella estremità N- e C- 
terminali ed uno a struttura lineare (Fig. 26.10). 
Entrambe le strutture globulari hanno siti leganti il 
Ca?*: sono ad elevata affinità quelli collocati C-ter- 
minalmente, ed a bassa affinità quelli più prossimi 
all’estremità N-terminale. Questi ultimi però sono 


gli “starter” del processo di contrazione muscolare. 
Quando la concentrazione del Ca?* raggiunge la mo- 
larità 10°, la Tn-C, legandosi al Ca?*, cambia la 
propria conformazione provocando: (a) lo sposta- 
mento della tropomiosina fuori dalla scanalatura dei 
filamenti di actina con conseguente smascheramen- 
to dei siti della actina capaci di interagire con la 
miosina, e (b) la rimozione dell’azione inibitoria 
della Tn-I. A seguito di queste modificazioni le te- 
ste della miosina possono arpionare e spostare le 
catene di actina. 

La troponina I (PM 21.000) impedisce le intera- 
zioni fra actina e miosina e inibisce l’attività ATP- 
asica della miosina. La sua azione viene completa- 
mente bloccata quando la Tn-C si satura di Ca?*. 
La troponina T (PM 37.000), contenente 259 ami- 
noacidi e di conformazione allungata, possiede siti 
di legame con la tropomiosina, l’actina, la Tn-I e la 
Tn-C. Alle basse concentrazioni di Ca?* (-107M) il 
complesso tropomiosina e troponina è fissato al- 
l’actina attraverso la Tn-I, con effetto di blocco alla 
formazione del complesso contrattile actina-miosi- 
na. A più elevate concentrazioni di Ca?* (-10°M) 
l’effetto inibitorio della Tn-I viene rimosso, la tro- 
pomiosina consente le interazioni fra actina e mio- 
sina e partecipa alla attivazione dell’ ATP-asi mio- 
sinica. 
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Figura 26.10 Schema strutturale della troponi- 
na € 
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Proteine strutturali e regolatorie 


Miosina e actina costituiscono circa il 65% del- 
le proteine totali del muscolo striato (43% per la 
miosina, 22% per l’actina); la tropomiosina e le tro- 
ponine intorno al 5%. Il rimanente 30% è suddiviso 
fra le proteine strutturali e regolatorie, strettamente 
correlate con gli eventi contrattili (per il 25%) e 
proteine (enzimi, pompe, canali, trasportatori, ecc.) 
responsabili degli eventi metabolico- funzionali 
propri del muscolo. 


Proteine strutturali. Queste proteine possono 
essere considerate parte del citoscheletro cellulare 
e svolgono anche azione regolatoria nei riguardi 
delle proteine contrattili. Tra di esse figurano: (a) la 
o-actinina (dimero con PM 190.000), la desmina 
(PM 53.000), la eu-actinina (PM 42.000), la filami- 
na (dimero con PM 480.000), la vimentina (PM 
55.000), la sinemina (PM 220.000), la proteina £ 
(PM 50.000) e la Z-mina (PM 400.000). Tutte que- 
ste proteine interagiscono con la actina in corri- 
spondenza dei suoi contatti con la linea Z; (b) la 
proteina M (PM 165.000), la miomesina (PM 


185.000), la proseina / (PM 74,000), che fanno 
parte della linea M e interagiscono con le estremità 
N-terminali della miosina; (ce) la find (PM 
2.900.000) e la nebulina (PM 800,000) che assieme 
costituiscono il 15% delle proteine totali del musco- 
lo striato. La titina è il polipeptide più lungo cono 
sciuto (è lungo 1000 nm e sotto tensione puo rag 
giungere i 3000 nm!). Titina (a struttura elastica) e 
nebulina (a struttura inestensibile) si agganciano a 
due linee Z opposte e connettono le linee Z con le 
estremità vicine delle catene miosiniche, impeden- 
do che a seguito di una eccessiva distensione il sar- 
comero si sfibri; (d) le proteine che connettono il 
sarcolemma con l’apparato contrattile e quelle che, 
attraverso il sarcolemma, stabiliscono una comuni- 
cazione fra l’apparato contrattile e la matrice extra- 
cellulare. Tra le prime figurano la spectrina, la vin- 
culina, V’anchirina e la talina, che stabilizzano 1 le- 
gami tra il sarcolemma e la actina-F a livello della 
linea Z. Tra le seconde particolare significato rive- 
ste il complesso distrofina-glicoproteine di mem- 
brana (Fig. 26.11). La parte centrale del complesso, 
inserita nel sarcolemma, è costituita dal [}-distrogli- 
cano e dal sarcoglicano, a sua volta costituito da 
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Figura 26.11 Rappresentazione schematica del complesso distrofina-glicoproteina di membrana e 
delle sue connessioni con la matrice extracellulare e i filamenti di F-actina 
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cinque subunità (a, B, Y, ò, €) altamente glicosilate. 
Il B-distroglicano con la porzione esposta all’esterno 
della cellula è ancorato all’ o-distroglicano, pure gli- 
cosilato, che funge da sito recettoriale. Si può infat- 
ti agganciare, attraverso la /aminina alle strutture 
della matrice extracellulare. Lo stesso f-distroglica- 
no, con la porzione esposta all’interno della cellula 
interagisce con la distrofina, proteina di PM 427.000 
a struttura filamentosa. Quattro filamenti si aggrega- 
no fra di loro e si avvolgono a spirale. Le porzioni 
C-terminali dei filamenti di distrofina (ricche di re- 
sidui di cisteina) si ancorano alle estremità C-termi- 
nale del B-distroglicano, mentre le estremità N-ter- 
minali si legano alla actina-F. La stessa regione C- 
terminale della distrofina interagisce con altre pro- 
teine collocate sotto il sarcolemma, la distrobrevina 
e le sintrofine. AI complesso distrofina-glicoprotei- 
ne si attribuisce la funzione di stabilizzare la mem- 
brana sarcoplasmatica durante i cicli di contrazione 
e rilasciamento del muscolo, di correlare la forza 
contrattile generata dalla fibra con l’ambiente extra- 
cellulare, e di mantenere ferma la topologia delle 
proteine di membrana nel corso dell’attività contrat- 
tile. L’importanza funzionale di questo complesso 
nasce dalla osservazione che la mancanza, per moti- 
vi genetici, di qualcuno dei suoi componenti, provo- 
ca sindromi miodistrofiche anche gravi. Per esempio 
la mancanza di distrofina o la presenza di una distro- 
fina anomala, è causa della miodistrofia degenerati- 
va di Duchenne . 

Proteine regolatorie. Le proteine a funzione re- 
golatoria si classificano come proteine associate al- 
la miosina e proteine associate all’actina , distinte 
da quelle, già segnalate, addette ai contatti della 
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miosina e dell’actina rispettivamente con la linea M 
e la linea Z. Proteine regolatorie associate alla mio- 
sina sono la proteina C (PM 135.000), la creatina 
chinasi (PM 42.000), la proteina F (PM 121.000); le 
proteine regolatorie associate alla actina sono la Y- 
actinina (PM 35.000), che inibisce la polimerizza- 
zione della G-actina, e la B-actinina (PM 71.000), a 
struttura dimerica, che avvolge l’estremità libera dei 
filamenti di actina. Infine la proteina I (PM 50.000) 
e la paratropomiosina (dimero di PM 68.000) che 
inibiscono le interazioni actina-miosina. 


MECCANISMO DELLA 
CONTRAZIONE DEL MUSCOLO 
SCHELETRICO 


La contrazione muscolare, l’evento nel quale 
l’energia dell’ ATP viene convertita in energia mec- 
canica, sebbene ancora da decifrare in molti suoi 
dettagli, è riconducibile ad un transitorio e reversi- 
bile accorciamento dei sarcomeri determinato dalla 
successione degli eventi qui di seguito riportati. 


Segnale neurochimico. L’impulso nervoso, che 
scorre lungo il nervo motore fino alla placca neuro- 
muscolare (sinapsi colinergica neuromotoria), è 
trasmesso al sarcolemma, depolarizzandolo, e vi si 
propaga. Va ricordato che il sarcolemma si addentra 
nella miofibrilla con invaginazioni che giungono a 
livello delle linee Z (sistema tubulare trasverso), a 
contatto con il reticolo sarcoplasmatico (cisterna 
terminale). In queste zone di contatto l’onda di de- 
polarizzazione si trasmette direttamente alla mem- 
brana del reticolo sarcoplasmatico provocando l’a- 
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Figura 26.12 Schema generale del ruolo del calcio nella contrazione muscolare 
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pertura dei canali del Ca?* Pertanto dalle cisterne 
del reticolo sarcoplasmico fuoriescono gli ioni 
Ca?*, la cui concentrazione nel citosol sale rapida- 
mente da 107°M a 10°M. Ciò provoca l’immedia- 
to accorciamento del sarcomero (Fig. 26.12). 
Passata l’onda di eccitamento i canali del Ca?* si 
chiudono, il Ca?* viene riassorbito nelle cisterne 
sarcoplasmatiche ad opera delle pompe del Ca?*, ed 
il sarcomero si rilascia ritornando allo stato di ripo- 
so. Più in dettaglio, l’onda di depolarizzazione atti- 
va i canali sarcolemmatici del Ca** voltaggio di- 
pendenti (VOCC, “voltage operated calcium chan- 
nel”), costituiti da una subunità o; (PM 150.000- 
173.000), attorniata dalle subunità o, (PM 
120.000-150.000), B(PM 50.000-45.000), y (PM 
30.000-35.000) e è (PM 22.000-27.000). La sub- 
unità o.) possiede quattro domini uguali con sel seg- 
menti ad o-elica transmembrana (Fig. 26.13): di 
questi segmenti il 5 e il 6 definiscono il poro attra- 
verso il quale passa il Ca?* il 4 è il sensore del vol- 
taggio e 1’ 1, 2,3 sono segmenti a funzione stabiliz- 
zatrice e regolatoria. Il canale VOCC del muscolo 
scheletrico è sensibile ai derivati diidropiridinici 
(DHP), quali la rifedipina, ed è anche chiamato “ca- 
nale DHP”. Il sensore del voltaggio, quando il cana- 
le è investito dall’onda di depolarizzazione induce 
una modificazione sterica che mette in collisione il 
VOCC con il canale del Ca°* del reticolo endopla- 
smatico (sensibile alla rianodina e per questo chia- 
mato canale RYR, “rvanodine receptor”) che si 
apre e lascia fuoruscire il Ca?*. E con questo mec- 
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canismo che nel muscolo scheletrico l'onda di de- 
polarizzazione provoca l’emissione del Ca°' nel ci- 
tosol da parte del reticolo sarcoplasmatico e non 
dall’esterno della cellula. 


HsC 








Rianodina 


Il rientro del Ca?* nelle cisterne del reticolo, ad 
estinzione della contrazione, è operato dalla Ca?*- 
ATP-asi Mg°*-dipendente, che serve come pompa 
del Ca?* sostenuta dall’energia fornita dall’ ATP. 
L’enzima, di PM 400.000, è costituito da un domi- 
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Figura 26.13 Schema della organizzazione strutturale dei canali sarcolemmatici del Ca?* voltag- 


gio dipendenti (VOCC) 
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Figura 26.14 Schema della organizzazione strutturale della “pompa” del Ca?+, Ca2+-ATPasi Mg2+- 
dipendente, collocata nel reticolo sarcoplasmatico 


E pure rappresentato un modello per il passaggio del Ca?* dal citosol al lume reticolare attraverso la pompa. 


nio transmembrana (formata da 10 segmenti ad a- 
elica), un dominio centrale rivolto verso il citosol 
ed altri tre domini più esposti nel citosol, contenen- 
ti il sito di legame dell’ATP e il sito di di fosforila- 
zione (Fig. 26.14). La Ca?*-ATP-asi Mg?*-dipen- 
dente ha una elevata densità di superficie (fino a 
20.000 unità per um?, un terzo della superficie) e 
trasferisce 2 ioni Ca?* per ogni molecola di ATP 
usata. In effetti il fosfato terminale dell’ ATP fosfo- 
rila l’enzima a livello del gruppo carbonilico di un 
residuo di acido aspartico. L’autofosforilazione mo- 
difica la conformazione della pompa con drastico 
cambiamento dell’affinità di siti Ca?*-leganti pre- 
senti sulla stessa. Allo stato di riposo i siti ad alta 
affinità per il Ca°* esposti verso il citosol legano 
saldamente gli ioni Ca?*, mentre a seguito della fo- 
sforilazione questi siti diminuiscono la loro affinità 
per il Ca?*, che viene rilasciato e captato all’interno 
della porzione intramembrana della pompa da parte 
di siti per il Ca°* diventati più affini e collocati ver- 
so la faccia luminare della membrana reticolare. In 
questo modo il Ca?* “scorre” lungo il dominio inter- 
no della pompa passando dal citosol al lume del re- 
ticolo. Per effetto della pompa del Ca°* si può rag- 
giungere una concentrazione intrareticolare di Ca?* 
di 10°? M, raggiunta la quale la pompa smette di 
operare. Va ricordato che la pompa reticolare del 


Ca?* è regolata da due proteine, il fosfolambano e la 
calsequestrina. Il fosfolambano si associa alla ATP- 
asl sul lato citoplasmatico e, in virtù della sua cari- 
ca fortemente positiva, la inibisce. Quando nel cito- 
sol la concentrazione di Ca?* aumenta, il fosfolam- 
bano viene fosforilato da chinasi Ca?*-calmodulina 
dipendente (o cAMP-dipendente) con annullamen- 
to della carica positiva. Si viene così a perdere l’ef- 
fetto inibitore e la ATP-asi può entrare in attività. La 
calsequestrina è una proteina presente nel lume del 
reticolo endoplasmatico ad elevata capacità calcio- 
legante (40 Ca?* ioni per molecola). Essa funziona 
da riserva di calcio. 


Modificazioni conformazionali dei miofila- 
menti dipendenti dalla presenza di Ca?* . Nella 
condizione di riposo la tropomiosina, adagiata lun- 
go la scanalatura delle due catene di F-actina, copre 
(e maschera) i siti dei monomeri di actina (actina- 
G) capaci di interagire con le teste di miosina. 
Inoltre la Tn-I e la Tn-T, associandosi alla tropo- 
miosina contribuiscono a tenere distante l’actina-G 
dalle teste di miosina. D’altra parte le stesse teste di 
miosina tendono a disporsi in linea con le code fila- 
mentose e quindi lontano dall’actina. L'aumento 
della concentrazione citosolica di Ca°* (da 10°” a 
10° M) in risposta allo stimolo nervoso porta a sa- 
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SITO DI ATTACCO 
ALLA MIOSINA 


Figura 26.15 Schema, in sezione trasversale, di 
un filamento sottile (actina, tropomiosina, tro- 
ponina) e di una testa di miosina in assenza 
(condizione di riposo, muscolo rilasciato) o 
presenza (muscolo in contrazione) dì Ca?* 


turare i siti di legame per il Ca?' della Tn-C, rende 
attiva I’ ATP-asi contenuta nelle teste della miosina 
e stimola la miosina chinasi presente nel citosol 
(questa proteina è un dimero, di cui una subunità è 
costituita da ca/modulina, ad azione attivatoria, che 
esercita la sua azione a concentrazione di Ca°' in- 
torno a 10° M). Ciò provoca: (a) un completo rias- 
setto delle interazioni fra actina, tropomiosiona e 
troponine, con esposizione dei siti di attacco della 
actina per le teste miosiniche (Fig. 26.15): (b) la so- 
stituzione dell’ATP con ADP e fosfato sulle catene 
pesanti delle teste miosiniche a seguito dell’azione 
ATP-asica; e (c) la fosforilazione delle catene leg- 
gere delle teste della miosina che facilita le intera- 
zioni fra actina-G e miosina. 

L’entrata in funzione dell’ ATP-asi è l'evento cen- 
trale di innesco della contrazione (reazione meccano- 
chimica) (Fig. 26.16). Nella fase iniziale del proces- 
so, l’energia derivata dalla rottura del legame pirofo- 
sforico terminale dell’ ATP è intrappolata nella forma 
di “miosina energizzata” in cui sia l’ADP sia 1l P; so- 
no legati alla miosina: 
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Miosina-ATP Sorci Miosina (energizzata) + H* 


Do 


pP 
LINEA Z LINEA M LINEA Z 
creessaatngnntn ae gn 
ATP È ATP 
3 Ca > El ATP-ASI > 
gg cessano 
sd @ \\-ADP <ieo 
P 5, dia P 
z Z 
© RP 
@@d pae 0000 
ADP 7 CJ ADP «<a 
Ca? «— BH — 
a I ATP x 


monica rioni 





© @agp®® @® 
@® A 








Figura 26.16 Rappresentazione schematica del processo di contrazione muscolare a livello di un 


singolo sarcomero 
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La miosina energizzata va incontro ad una mo- 
dificazione conformazionale per cui le teste miosi- 
niche si piegano di circa 90° in corrispondenza del- 
lo snodo flessibile sensibile alla papaina e si aggan- 
ciano al sito legante di una actina-G in corrispon- 
denza della zona di contatto con tropomiosina e tro- 
ponina. Il legame che si stabilisce è labile, ma suf- 
ficiente a determinarne uno “spostamento” del fila- 
mento actinico verso la banda H. 


ADP ADP 


Miosina (energizzata) + Actina —>> Actomiosina 


% È 


P P 


Nel complesso formatosi l’actina esercita la sua 
potente azione attivatoria sulla ATP-asi il che pro- 
voca una ulteriore modificazione conformazionale 
e un ripiegamento di altri 45° delle teste miosini- 
che, in corrispondenza dello snodo flessibile sensi- 
bile alla tripsina: le teste miosiniche “arpionano” la 
catena actinica spingendola con forza (‘colpo di 
forza”) fino a 10 nm entro la banda H. Si arriva co- 
sì ad avere una parziale sovrapposizione delle cate- 
ne actiniche ancorate a due linee Z opposte. 

In questa fase del processo si ha liberazione del 
Pi: 

ADP 


# 


Actomiosina — >» Actomiosina-ADP + P, 


N 


P 


Il sarcomero risulta accorciato e dato che tutti i 
sarcomeri di una fibra muscolare eccitata sono pres- 
socché contemporaneamente stimolati alla contra- 
zione, l’intera fibra muscolare si accorcia. 

Esauritasi la stimolazione motoria, gli ioni Ca?* 
sono rapidamente “pompati” entro il reticolo sarco- 
plasmatico e gli eventi promossi dal Ca?* interrotti. 
La ATP-asi cessa di funzionare, la Tn-C ritorna alla 
configurazione di partenza, e l’ATP sostituisce 
l’ADP sulla miosina: 


Actomiosina-ADP + ATP —— = 


-——— >» - Actina + miosina-ATP + ADP 


Anche la miosina-chinasi, riducendosi la con- 
centrazione degli ioni Ca?*, diventa inattiva e una 
miosina-fosfatasi, costantemente presente nel cito- 
sol, stacca il fosfato dalle catene leggere delle teste 
miosiniche. Il sarcomero ritorna alla configurazione 
di partenza e la fibra muscolare è rilasciata. 


TIPOLOGIA DELLE FIBRE 
MUSCOLARI SCHELETRICHE 


I muscoli scheletrici sono costituiti da due tipi di 
fibre: le fibre /, o fibre lente (rosse), ricche di mio- 
globina e mitocondri, e le fibre IA e IIB, o fibre ra- 
pide (bianche), povere in mitocondri. Le fibre I 
hanno grande capacità ossidativa, conferita da un 
elevato numero di mitocondri, le IIA e IIB hanno 
invece grande capacità glicolitica e scarso numero 
di mitocondri (Tab. 26.II). 

Sebbene la glicolisi anaerobica è prevalente nel- 
le fibre IIA e particolarmente in quelle IIB, è ope- 
rante anche nelle fibre I dove diventa importante in 
due particolari condizioni: 

a) nel periodo iniziale dell’esercizio, quando 
l’aumento di irrorazione sanguigna stimolata dall’e- 
sercizio non si è ancora adeguato alla richiesta e 
non riesce a rifornire la necessaria quantità di ossi- 
geno; 

b) quando la richiesta di ATP supera la sua pro- 
duzione per via aerobica. 

Le fibre muscolari di tipo II, capaci di contrazio- 
ni rapide e vigorose, ma di breve durata, sono ener- 
gizzate dall’ATP di origine glicolitica, essendo 
estremamente ridotto il loro contenuto in mitocon- 
dri. La notevole “portata” glicolitica è garantita da 
una elevatissima attività di tutti gli enzimi glicoliti- 
ci, esclusa la esochinasi. Esse attingono infatti al 
glicogeno endogeno, di cui sono ricche, più che al 
glucosio esogeno, che del resto vi giunge molto len- 
tamente a causa della relativamente scarsa irrora- 
zione. 

Le fibre di tipo I ricavano invece I’ ATP dalla fo- 
sforilazione ossidativa mitocondriale sostenuta dai 
processi ossidativi: ossidazione del piruvato, f}-0s- 
sidazione degli acidi grassi e ciclo di Krebs. 

I muscoli scheletrici dell’uomo contengono fi- 


Tabella 26.II 


Caratteristiche delle fibre muscolari. 


Attività Attività ATPasica © 


scarsa | elevata elevata 


ln SE succinato molto 
elevata | scarsa 

deidrogenasica scarsa 

Velocità di contrazione | lenta di rapida 
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bre di tutti i tipi, ma in proporzioni diverse da mu- 
scolo a muscolo. Inoltre la proporzione in fibre va- 
ria alquanto nelle differenti parti del muscolo, pre- 
valendo in genere le fibre II negli strati superficiali 
e le I in quelli profondi. 


Azione dell'esercizio fisico sul tipo 
di fibre muscolari 


I soggetti umani che effettuano un esercizio fisi- 
co rapido e potente, quali gli scattisti, presentano 
nei loro muscoli una proporzione molto più elevata 
di fibre II (A e B) rispetto ai corridori lenti, quali 1 
maratoneti, con esercizio meno potente ma prolun- 
gato, i quali hanno invece prevalenza di fibre di ti- 
po I (Tab. 26.III). 

Inoltre l’allenamento anaerobico trasforma le fi- 
bre di tipo I in fibre di tipo II, mentre l'allenamento 
aerobico induce la trasformazione opposta. Con 
ogni probabilità la trasformazione di un tipo di fibra 
in altro avviene per transizione attraverso tipi inter- 
medi; è anche possibile che in alcuni muscoli siano 
presenti fibre indifferenziate capaci di trasformarsi 
in tipo I o II a seconda della natura dell’esercizio. 
Gli studi sul rimodellamento delle fibre muscolari in 
risposta all’attività fisica effettuati principalmente in 
modelli animali hanno dimostrato che in risposta ad 
un aumento della concentrazione intracellulare di 
Ca?* si attivano numerosi fattori di trascrizione. In 
particolare un aumento di calcio nella miocellula sti- 
mola l’enzima ad attività fosfatasica, ca/cineurina, 
che è un enzima eterodimerico sensore delle fluttua- 
zioni intracellulari del calcio. La calcineurina attiva- 
ta dal calcio defosforila il fattore di trascrizione 
NFAT favorendo così la sua traslocazione dal citosol 
al nucleo e quindi la trascrizione di geni coinvolti 
nel rimodellamento muscolare. Un altro fattore di 
trascrizione attivato dal calcio, con la mediazione di 
diverse proteine chinasi (Ca-calmodulina chinasi; 
istone chinasi; MAPK chinasi e AMP chinasi), in 


Tabella 26.III 


Composizione percentuale di fibre di tipo | e Il nel mu- 
scolo scheletrico in soggetti umani. 
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grado di stimolare la trascrizione di geni che inter- 
vengono nel rimodellamento delle fibre muscolari, è 
il MEF2 (mvocvte enhancer factor-2) 


L'ENERGIA “FOSFATO” NEL 
MUSCOLO SCHELETRICO 


Il substrato energetico immediato della contra 
zione muscolare è 1’ ATP. Più precisamente è l’ener- 
gia conservata nel suo legame anidridico gamma 
che viene convertita in energia contrattile. A più 0 
meno lungo termine l’ATP viene ripristinato 
dall’ADP nel processo di fosforilazione ossidativa 
mitocondriale dipendente da ossigeno, o in quello 
citoplasmatico della glicolisi anche anaerobica (fo- 
sforilazione a livello di substrato). 


Il sistema creatina-fosfocreatina. Durante 1 
primi secondi di esercizio muscolare, specie quello 
aerobico, i processi di fosforilazione a livello della 
glicolisi e della catena respiratoria non hanno anco- 


“ra raggiunto una velocità di decorso sufficiente a 


produrre tutto l’ATP necessario. D’altra parte, la 
concentrazione di ATP nel muscolo è, in condizio- 
ni normali, molto esigua (4-5 nmoli/mg di proteine) 
e sarebbe in grado di assicurare l’attività contrattile 
del muscolo per non più di un secondo. E la fosfo- 
creatina presente nel muscolo in quantità più eleva- 
ta (20-25 nmoli/mg di proteine) che assicura un ri- 
pristino di ATP pressoché immediato nella reazione 
catalizzata dalla creatina chinasi (ATP: creatina fo- 
sfotrasferasi), enzima Mg?* -dipendente (sono in- 
fatti i complessi Mg?*-ADP e Mg°*-ATP che inter- 
vengono nella reazione): 


ADP + fosfocreatina 5 ATP + creatina 


La costante di equilibrio di questa reazione, 
molto prossima a 1, la rende molto sensibile a pic- 
cole variazioni della concentrazione dei reagenti, 
sicché al diminuire dell’ ATP ed al corrispondente 
aumentare dell’ ADP, la reazione inizia il suo decor- 
so da sinistra a destra. Quando nella fase di ricupe- 
ro, il ritmo di produzione metabolica dell'ATP su- 
pera quello della sua utilizzazione, si forma fosfo- 
creatina nella stessa reazione, decorrente in senso 
opposto. Che la fosfocreatina costituisca il fattore 
di primo intervento nel rifornimento di ATP nel pe- 
riodo iniziale di un esercizio muscolare intenso è 
deducibile dai dati della Tabella 26.IV. Si può osser- 
vare che 15 secondi dopo un esercizio muscolare 
intenso, mentre il contenuto di ATP nel muscolo im- 
pegnato è diminuito di poco, il contenuto di fosfo- 
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Tabella 26.IV 


Contenuto di alcuni metaboliti nel muscolo dopo eser- 
cizio intenso. 























ATP 


Fosfocreatina 


tatcio | ti | 908 | 60° 


creatina diminuisce di 4-5 volte. Si noti anche la si- 
gnificativa diminuzione del glicogeno muscolare ed 
il concomitante aumento di lattato, espressione di 
glicolisi a decorso anaerobico. Nei primi 3-5 secon- 
di, quando la produzione di lattato non è ancora ini- 
ziata, è la fosfocreatina che fornisce pressoché inte- 
ramente l’energia in gioco. Poiché la ve/ocità mas- 
sima di utilizzazione dell’ATP nel muscolo umano è 
intorno a 3 umoli/sec/g, le 13 moli circa di fosfo- 
creatina impiegata (Tab. 26.IV) forniscono l’ener- 
gia per 4 secondi. La immediata utilizzazione della 
fosfocreatina trova la sua spiegazione nella presso- 
ché istantanea attivazione della creatina chinasi al 
primo formarsi di ADP, come conseguenza della at- 
tività ATP-asica miosinica. Nel frattempo inizia 
l’attività della glicolisi che rifornirà l’ATP per l’in- 
tera durata dell’esercizio anaerobico. 

E molto probabile, se non certo, che 1’ ATP ri- 
chiesto da una prestazione fisica rapida ed intensa 
(salto in alto, getto del peso, etc.) venga ricavato 
esclusivamente dalla fosfocreatina. Non di meno la 
fosfocreatina è importante anche per le fibre di tipo 
I, impegnate nell’esercizio aerobico, in quanto con- 
tribuisce a mantenere la concentrazione di ATP ab- 
bastanza costante anche in condizioni di improvvi- 
so stress e di conseguente subitanea richiesta di 
energia. Solo quando il deposito di fosfocreatina è 
prossimo all’esaurimento, la concentrazione di ATP 
comincia a diminuire e con essa la funzione contrat- 
tile: si stabilisce allora la sensazione della fatica. 










Catabolismo degli adenin-nucleotidi. Nel mu- 
scolo scheletrico è molto attiva la adenilato chinasi, 
o miochinasi, che catalizza la seguente reazione: 

2ADP S _ATP+AMP 


Questa reazione, che ha lo scopo di produrre ATP 


in aggiunta alle fonti usuali, ha anche funzione di re- 
golazione. Infatti la concomitante produzione di 
AMP, il più efficace effettore positivo della fosfofrut- 
tochinasi, mette in moto la glicolisi. In tal modo la 
produzione di AMP nel muscolo segnala una urgente 
richiesta di energia e stimola la glicolisi a produrla 
immediatamente. L’AMP può favorire il metaboli- 
smo energetico muscolare anche attivando una speci- 
fica chinasi , 1’ AMPK. Questo enzima è una proteina 
eterotrimerica la cui subunità o, dotata di attività fo- 
sforilante, aumenta fino a 1000 volte quando la sub- 
unità Y si lega con l’AMP. L'attivazione dell’ AMPK 
causa un aumento di traslocazione del trasportatore 
del glucosio GLUT-4 e del trasportatore degli acidi 
grassi FAT/CD36. Inoltre stimola la glicolisi attivan- 
do la PFK-2 e la ossidazione mitocondriale degli aci- 
di grassi bloccando l’attività acetil-CoA carbossilasi. 
Si rimuove così l’inibizione del malonil-CoA sul tra- 
sportatore degli acidi grassi CPT-1. 

L'aumento di AMP induce anche un aumento 
dell’attività della AMP deaminasi, l’enzima che per 
deaminazione idrolitica trasforma 1’ AMP in inosina 
monofosfato (IMP), con liberazione di NH3: 


H,O 


AMP Sila IMP + NH, 


L’IMP può essere riconvertito in AMP, a spese 
dell’aspartato, che cede il gruppo aminico, in due 
reazioni catalizzate rispettivamente dalla adenilsuc- 
cinato sintetasi (1), dalla adenilato liasi (2), con for- 
mazione di fumarato disponibile all’utilizzo energe- 
tico nel ciclo di Krebs: 


GTP Aspartato 


IMP Adenilsuccinato —>- 


(1) 
GDP-P, 


rog fumarato + AMP 
(2 


La produzione di NH; durante la deaminazione 
dell’AMP è funzionalmente rilevante perché con- 
sente di tamponare la concentrazione di protoni 
conseguente alla produzione di lattato. 

Ulteriore produzione di NH; si ha in analoga 
reazione a carico della adenosina, catalizzata dalla 
adenosina deaminasi: 


H,O 


Adenosina DL ERO Inosina + NH, 


Va infine ricordata l’esistenza nel sarcolemma 





della 5-nucleotidasi che defosforila idroliticamen- 
te l’AMP in adenosina: 


H,O 


AMP È ra Adenosina + P; 


L’adenosina, che così si forma, rilasciata dalle 
cellule negli spazi intercellulari, si lega a recettori 
che si trovano sulla superficie esterna delle cellule 
muscolari lisce delle arteriole, provocando vasodila- 
tazione. Si ha di conseguenza un aumento di flusso 
ematico e quindi un maggior apporto di ossigeno e 
di substrati ossidabili al muscolo durante l’esercizio. 


L'ESERCIZIO ANAEROBICO 


A partire dal 3° o 4° secondo dopo l’inizio di un 
esercizio intenso, la rifosforilazione dell’ADP in 
ATP, sempre meno sostenuta dalla fosfocreatina, 
viene ottenuta prevalentemente dalla glicolisi anae- 
robica che utilizza il glicogeno muscolare e produ- 
ce lattato. Se si considera la Fig. 26.17, relativa al- 
la produzione di lattato durante un esercizio, si può 
osservare che la massima produzione di lattato si 
verifica prima che il muscolo assuma glucosio dal 
sangue. Ciò implica che, immediatamente dopo la 


CITOPLASMA 


Glicolisi anaerobica 
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fosfocreatina, è ancora un substrato endogeno, 1l 
glicogeno muscolare, che sostiene l'energia con- 
trattile. La degradazione richiede ovviamente che la 
glicogeno fosforilasi venga a trovarsi nella forma 
attiva: ciò è garantito, da una parte, dalla presenza 
di adrenalina in circolo nelle condizioni in cui si in- 
nesta l’esercizio anaerobico (stress) (l'adrenalina 
provoca la transizione della fosforilasi dalla forma 
defosforilata inattiva alla forma fosforilata attiva) e, 
dall’altra parte, dalla aumentata concentrazione 
dell’ AMP che attiva la fosforilasi non fosforilata. 
Con il prolungarsi dell’esercizio, l’utilizzazione del 
glucosio ematico diventa sempre più consistente, ed 
in parallelo si verifica anche una crescente utilizza- 
zione dell’ossigeno che consente una concomitante 
utilizzazione degli acidi grassi. 

In realtà un esercizio rapido ed intenso non im- 
plica mai il consumo di più della metà del contenu- 
to muscolare di glicogeno. Ciò significa che la fati- 
ca, che limita la durata della prestazione, non è do- 
vuta ad esaurimento delle riserve di glicogeno, ma 
ad altre cause. 

La resa energetica della glicolisi anaerobica 
(glucosio + lattato) è di 17 volte inferiore a quella 
della glicolisi aerobica (glucosio + CO), (vedi Fig. 
26.18). Se tuttavia la glicolisi anaerobica è molto 
meno “produttiva”, in quanto a resa, di quella ae- 


MITOCONDRIO 


Fase aerobica 


Glucosio 
2NADH 2NADH HO 
4-6 ATP 
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4C0, 
2083 ATP/Glucosio 34-36 ATP/Glucosio 


Figura 26.18 Catabolismo del glucosio nella fase anerobica citoplasmatica e nella fase aerobica 


mitocondriale 


La resa di ATP è di 2 moli per mole di glucosio nella glicolisi anerobica (3 per mole di unità di glucosio del glicoge- 
no) e di 34-36 moli di ATP per mole di glucosio nel metabolismo aerobico. 


Lattato nel sangue (Mmol/L) 
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robica, è dotata di una ben più elevata “capacità” 
o “portata”. E suscettibile cioè, a differenza del 
processo aerobico, di una accelerazione subitanea e 
molto grande, che consente in pochissimi secondi 
un aumento di flusso metabolico da 1 a 1000. Infatti 
nel muscolo dell’uomo la velocità della glicolisi 
anaerobica, che a riposo è di 0,05 umoli di gluco- 
sio/min/g, passa a 60 umoli/min/g subito dopo l’i- 
nizio di un esercizio intenso. Questo imponente au- 
mento è anche dovuto all’ incremento in attività 
della fosfofruttochinasi, l’enzima metronomo della 
glicolisi, determinato dall’aumentata concentrazio- 
ne di AMP attivatore dello stesso enzima. 

Il rilascio di lattato nel sangue misurato in fun- 
zione dell’aumento dell’intensità dello sforzo mu- 
scolare (soglia del lattato) diventa evidente nella 
persona sedentaria in corrispondenza ad un valore 
% del consumo d’ossigeno massimo (VO); massi- 
mo) compreso fra 50-60%, mentre nell’atleta alle- 
nato la soglia del lattato è “ritardata” mettendosi in 
evidenza per valori di VO, massima compresi fra 
70-80%. Questo spostamento che si osserva nell’al- 
lenato significa che il metabolismo anaerobico del 
glucosio prende avvio con uno sforzo maggiore 
probabilmente per una maggiore riserva nel musco- 
lo di creatina fosfato e di O, reso possibile da una 
migliore rete capillare (Fig. 26.19). 

Un esercizio anaerobico implica un ‘debito di 
ossigeno”, che viene pagato, ad esercizio concluso, 
da un extraconsumo di ossigeno, superiore a quello 
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Figura 26.19 Soglia del lattato nella persona 
sedentaria e nell’atleta allenato 


LT (“Lactate theeshold”): valore di concentrazione di lat- 
tato che si ha in corrispondenza dello sforzo muscolare 
che produce l'incremento iniziale della latticemia; OBLA 
(‘Onset of Blood Lactate Accumulation”) valore dell’ac- 
cumulo di lattato in circolo provocato dallo sforzo fisico. 
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Figura 26.20 Metabolismo del lattato nel mu- 
scolo 


consumato durante l’esercizio stesso. Questo ossi- 
geno consumato ad esercizio concluso serve alla ri- 
ossigenazione della emoglobina e mioglobina (en- 
trambe queste cromoproteine cedono buona parte 
del loro ossigeno durante la fase anaerobica per ali- 
mentare il processo energetico aerobico che, se pu- 
re in misura ridotta, si sovrappone a quello anaero- 
bico), alla ricostruzione delle scorte di fosfocreati- 
na e, soprattutto, alla conversione del lattato in glu- 
cosio o glicogeno (gluconeogenesi) (vedi ciclo di 
Cori). Va tenuto presente che una parte del lattato 
prodotto dal muscolo, da parte delle fibre II, viene 
ossidato dal muscolo stesso e precisamente dalle fi- 
bre I. La rimanente parte viene rilasciata nel sangue 
e utilizzata dal fegato e dal miocardio. Tuttavia 
(Fig. 26.20) tanto più il muscolo è allenato, tanto 
meno lattato rilascia al sangue, in quanto è in grado 
di utilizzarne una maggior quota. 

La sensazione di fatica che sopravviene in tem- 
pi piuttosto brevi nell’esercizio anaerobico, o pre- 
valentemente anaerobico, è da attribuire alla deple- 
zione di fosfocreatina e alla diminuzione, general- 
mente concomitante, del pH, derivante, a sua vol- 
ta, dall’ accumulo temporaneo di lattato. Durante un 
esercizio intenso il pH del muscolo, che a riposo è 
7, può scendere, nonostante 1 validi sistemi tampo- 
ne operanti, a valori di 6,4- 6,3 e quello del sangue 
da 7,4 a 6,9- 6,8. La diminuzione di pH può rallen- 
tare l’interazione actina-miosina e diminuire l’atti- 
vità ATP-asi della miosina; può inoltre diminuire 
l’attività della fosfofruttochinasi e di altri enzimi 
dalle glicolisi e quindi ridurre il flusso glicolitico 
produttore di ATP. 


L'ESERCIZIO AEROBICO 


L’esercizio fisico intenso (ma non massimale) e 
prolungato, che trova l’esempio più tipico nella 
corsa della maratona, è sostenuto, a differenza di 
quello massimale e rapido degli scattisti, dall’ener- 
gia derivante dalla ossidazione dei glucidi e degli 
acidi grassi. Come si è detto precedentemente, im- 
pegnate in questo tipo di esercizio sono le fibre di 
tipo I. 


Glucosio e glicogeno. A differenza della glicoli- 
si anaerobica che attinge, come si è detto, quasi 
esclusivamente al glicogeno muscolare, il glucosio 
utilizzato nell’esercizio prolungato proviene in 
maggior parte dal sangue, riversatovi dal fegato. E 
quindi il glicogeno epatico il principale serbatoio 
dei glucidi utilizzati dal muscolo scheletrico negli 
esercizi di lunga durata, non solo come fonte di 
energia, ma anche per assicurare la concomitante 
ossidazione completa degli acidi grassi (si ricordi 
che la ossidazione completa degli acidi grassi in 
CO, richiede l’intervento dell’ossaloacetato, pro- 
dotto del metabolismo glucidico). 

Infatti buona parte dell’energia necessaria vie- 
ne fornita dalla concomitante ossidazione degli aci- 
di grassi e tanto più quanto più lunga è la durata 
dell’esercizio muscolare (Tab. 26.V). Inoltre man 
mano che le scorte glucidiche si assottigliano si ac- 
centua, specie nel fegato, la gluconeogenesi. 

In medicina sportiva è opinione consolidata che 
la capacità di ricupero dopo una prestazione atleti- 
ca impegnativa è dipendente dalla quantità residua 
di glicogeno muscolare. In altre parole più glicoge- 
no muscolare è stato consumato, tanto più lungo è 
il periodo della sua ricostituzione. La difficoltà di 
risintesi del glicogeno muscolare, dopo la deplezio- 
ne delle sue scorte, può attribuirsi alla circostanza 


Tabella 26.V 


Contributo percentuale del glucosio e dei NEFA ema- 
tici, e del glicogeno muscolare alla produzione di 
energia dei muscoli durante un esercizio prolungato di 
media intensità. 
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che gli enzimi adibiti al metabolismo del glicogeno, 
fosforilasi e sintetasi sono adesi alla macromole- 
cola di questo polisaccaride. Pertanto quando la di- 
mensione della molecola di glicogeno si riduce al 
di sotto di una certa misura, gli enzimi ne vengono 
dislocati ed inattivati. 


Acidi grassi. I substrati quantitativamente più 
importanti (si calcola che il 60% circa del consumo 
di ossigeno durante la maratona sia utilizzato per la 
ossidazione degli acidi grassi) sono gli acidi grassi 
a lunga catena. Gli ampi depositi di trigliceridi del- 
l’organismo possono essere considerati un enorme 
“pool” di acidi grassi in attesa di utilizzazione da 
parte del muscolo. Anche i corpi chetonici, prodot- 
ti nel fegato, costituiscono per il muscolo scheletri- 
co una significativa fonte di energia. 

L'allenamento all’esercizio aerobico induce, co- 
me si è detto, un aumento percentuale delle fibre I 
ed in esse un aumento del numero di mitocondri. La 
capacità ossidativa del muscolo ne risulta così mol- 
to aumentata. In questo ambito trova riscontro il 
forte incremento degli enzimi adibiti alla B-ossida- 
zione degli acidi grassi ed alla ossidazione dei cor- 
pi chetonici. Ciò spiega perché gli individui fisica- 
mente allenati tollerino meglio dei sedentari una 
dieta lipidica. La aumentata capacità di ossidazione 
degli acidi grassi e dei corpi chetonici si traduce in 
un risparmio di glicogeno: ciò spiega il più facile ri- 
cupero degli allenati rispetto ai non allenati dopo 
un esercizio di pari intensità e durata. 


Effetti benefici dell'esercizio fisico 


Le modificazioni metaboliche indotte dall’eser- 
cizio muscolare, soprattutto quello aerobico, giusti- 
ficano la diffusa opinione che un esercizio fisico 
idoneo, cioè razionalmente commisurato alle con- 
dizioni specifiche di ciascun individuo, possa pre- 
venire, o attenuare, le conseguenze negative della 
sedentarietà e della iperalimentazione. Come è di- 
mostrato dai risultati riportati nella Tabella 26.VI, 
l’attività sportiva modifica i lipidi ematici in senso 
favorevole alla prevenzione delle lesioni ateroma- 
tose. 

Il meccanismo con il quale l’esercizio fisico ae- 
robico induce le modificazioni dei lipidi e delle li- 
poproteine ematiche riportate nella Tabella 26.VI è 
ancora non chiarito. E tuttavia ragionevole suppor- 
re che esse risultino da un congruo smaltimento 08- 
sidativo-energetico degli acidi grassi a lunga cate- 
na, indotto dalla equilibrata attivazione del metabo- 
lismo muscolare. 
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Tabella 26.VI 


Lipoproteine plasmatiche in soggetti adulti sedentari 
ovvero dediti allo sport. 





ORGANIZZAZIONE STRUTTURALE 
DEL MUSCOLO CARDIACO 


Il muscolo cardiaco ha caratteristiche generali 
simili a quelle del muscolo scheletrico per quanto 
attiene la struttura dei sarcomeri, l’apparato miofi- 
brillare contrattile e il meccanismo della contrazio- 
ne. Tuttavia, sul piano sia ultrastrutturale sia fun- 
zionale esistono importanti differenze che riflettono 
il diverso cammino differenziativo dei cardiomioci- 
ti ed il diverso ruolo funzionale del miocardio la cui 
attività contrattile non conosce soste. 


Caratteristiche morfologiche dei 
cardiomiociti 


Ferme restando le differenze morfologiche fra 
fibrocellule muscolari scheletriche e cardiache già 
segnalate all’inizio del capitolo, i cardiomiociti, 
seppure simili alle fibrocellule muscolari scheletri- 
che di tipo I se ne differenziano per la minor massa 
fibrillare (il 50% del volume cellulare, contro il 
90% della fibrocellula muscolare) e per il maggior 
numero dei mitocondri, che occupano il 35% del 
volume cellulare. Nelle fibrocellule cardiache e 
particolarmente in quelle ventricolari i mitocondri 
assumono una disposizione regolare a reticolo. La 
ricchezza di mitocondri indica come il tessuto mio- 
cardico dipenda energeticamente dal processo della 
fosforilazione ossidativa mitocondriale e ne spiega 
la pressoché totale aerobiosi. Il sarcolemma dei car- 
diomiociti possiede un glicocalice (glicoproteine e 
glicolipidi), molto più abbondante di quello del tes- 
suto muscolare scheletrico: le cariche negative da 
esso portate, legando gli ioni Ca?*, ne modulano 
l’ingresso entro le cellule. I tubuli a T del sarcolem- 
ma sono più larghi nelle cellule cardiache che in 
quelle scheletriche, mentre le cisterne terminali del 


reticolo sarcoplasmatico cardiaco sono più limitate 
e non a diretto contatto dei tubuli a T, espressione 
della diversità fra i due sistemi cellulari per quanto 
attiene la modalità di ingresso del Ca?* nel citosol. 
Inoltre le cellule cardiache sono unite fra loro da 
strie o dischi intercalari ricchi di nessi o gap junc- 
tions contenenti canali per ioni (Ca?*, H*) e piccole 
molecole, e desmosomi, aree di stretto contatto fra 
due cardiomiociti adiacenti, contenenti filamenti di 
actina.I dischi intercalari costituiscono una zona di 
bassa resistenza per la propagazione dell’onda di 
depolarizzazione, e, attraverso i desmosomi, facili- 
tano la sincronizzazione dell’attività contrattile. È 
questa la base morfologica per l’unità funzionale 
del sincizio miocardico. 

Il muscolo cardiaco possiede una vascolarizza- 
zione più diffusa di quello scheletrico e una più ab- 
bondante quantità di m/iog/obina per consentire la 
maggiore disponibilità di O, e garantire un adegua- 
to e continuo approvvigionamento energetico. 


Struttura delle proteine 
miofibrillari miocardiche 


L'organizzazione strutturale dei miofilamenti 
spessi e sottili dei cardiomiociti è simile a quella dei 
miociti scheletrici, anche se le isoforme molecolari 
nei due tipi cellulari sono diverse. Comunque, nei 
cardiomiociti i filamenti miosinici contengono solo 
due catene leggere (anziché le quattro delle fibro- 
cellule del muscolo scheletrico), entrambe fosfori- 
labili, una per ciascuna testa miosinica. Un'altra 
differenza concerne la Tn-I, che, oltre ad essere più 
pesante rispetto a quella del muscolo scheletrico 
(PM di 28.000 contro 21.000), può essere assogget- 
tata a fosforilazione, con aumento della velocità di 
dissociazione del complesso Tn-C-Ca?*, e quindi 
facilitazione del rilasciamento muscolare durante 
la diastole. La fosforilazione della Tn-I è catalizza- 
ta dalla proteina chinasi A a seguito della stimola- 
zione del recettore f-adrenergico, oppure, con il 
coinvolgimento di altri siti, ad opera della proteina 
chinasi C_ sotto stimolazione del recettore 0 -adre- 
nergico. Una differenza riguarda anche la Tn-C il 
cui dominio globulare a bassa affinità possiede sol- 
tanto un sito legante il Ca?*, anziché due. 


MECCANISMO DELLA 
CONTRAZIONE DEL MUSCOLO 
CARDIACO 


La contrazione dei sarcomeri nei cardiomiociti 
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segue il meccanismo generale descritto per il mu- 
scolo scheletrico con differenze concernenti l’inne- 
sco del processo contrattile, la regolazione cateco- 
laminica della contrazione e l’omeostasi del calcio 
nella cellula miocardica. 


Innesco del processo contrattile 


A differenza del muscolo scheletrico l'impulso 
alla contrazione del miocardio non è fornito dallo 
stimolo nervoso volontario ma da un segnale ritmi- 
co, emesso da particolari cardiomiociti pressocché 
indifferenziati che posseggono la proprietà di gene- 
rare autonomamente e di trasmettere lo stimolo 
elettrico, cioè l’onda di depolarizzazione della 
membrana: si tratta delle cellule nodali presenti nel 
nodo seno-atriale e atrio-ventricolare (di fatto esi- 
stono più nodi di cui uno è normalmente prevalen- 
te). L’onda di eccitamento investe il sarcolemma 
dei cardiomiociti e provoca l’apertura dei canali del 
Ca?* sarcolemmatici VOCC con ingresso nel cito- 
sol di quantità discrete di Ca** proveniente dal- 
l'ambiente extracellulare. I VOCC miocardici, a 
differenza di quelli scheletrici, non contengono la 
subunità y e non posseggono l’architettura moleco- 
lare che espone un sensore del voltaggio. Essi non 
vengono in collisione diretta con i canali del retico- 
lo sarcoplasmatico sensibili alla rianodina (RYR). 
Questi canali sono invece sensibili alle relativamen- 
te basse concentrazioni di Ca?* (provenienti dall’e- 
sterno della cellula), e, aprendosi, determinano un 
massiccio rilascio di Ca?* dal reticolo endoplasma- 
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tico fino a raggiungere concentrazioni citosoliche 
intorno a 10° M. Si tratta del “rilascio del Ca* re- 
ticolare indotto dal Ca?!" di origine extracellulare 
(Fig. 26.21). Ad ogni VOCC corrispondono da 4 a 
10 RYR e 2-4 ioni Ca?* legati a un RYR sono suf- 
ficienti a determinarne la completa apertura. 

Nella fase diastolica il Ca?* viene rimosso dal 
citoplasma per effetto innanzitutto della pompa del 
Ca?*, Ca?*-ATPasi del reticolo sarcoplasmatico 
(SERCA) (-70%), nonché dello scambiatore 
Na*/Ca?* (25%) della membrana sarcoplasmatica, 
ed infine della Ca?*-ATP-asi della stessa membrana 
cellulare e del “carrier” del Ca?* mitocondriale. 


Regolazione catecolamminica della 
contrazione miocardica 


Il miocardio è innervato dal sistema nervoso au- 
tonomo simpatico attraverso terminazioni adrener- 
giche e dal sistema nervoso parasimpatico attraver- 
so terminazioni colinergiche. I recettori adrenergici 
sono del tipo Bj e 0}, i recettori colinergici del tipo 
muscarinico. Gli stimoli nervosi si sovrappongono 
a quelli dei nodi seno-atriali e atrio-ventricolari 
esercitando così azione modulatoria sull’attività 
contrattile. La stimolazione dei recettori }, porta al- 
l’attivazione dell’adenilato ciclasi con produzione 
di cAMP, il quale, tramite la proteina chinasi A, at- 
tiva per fosforilazione i canali (lenti) del Ca?* col- 
locati sulla membrana sarcoplasmatica, la pompa 
del Ca?* del reticolo sarcoplasmatico e il fosfolam- 
bano (Fig. 26.21). Ne risulta innanzitutto una mag- 


CANALE Ca?* ADRENALINA 






MiliMacy G) 
Y N 


PKA cAMP ATP 
ant 


RETICOLO SARCOPLASMATICO 


Figura 26.21 Illustrazione schematica del processo di rilascio del Ca?*+ dal reticolo sarcoplasmati- 
co miocardico attraverso i RYR, da parte del Ca2+ proveniente dall'ambito extracellulare per via 


dei VOCC 


R B} = recettore adrenergico B1; G = sistema proteine G; AC = adenilato ciclasi; PKA = proteina chinasi A. 
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giore sensibilità al Ca?* dei canali (lenti) posti sul 
sarcolemma con conseguente maggiore influsso di 
Ca?* extracellulare e potenziamento del loro effetto 
sulla liberazione del Ca°* dal reticolo sarcoplasma- 
tico (effetto inotropo positivo - maggiore potenza di 
contrazione). Inoltre viene facilitato il riassorbi- 
mento del Ca?* da parte del reticolo, e quindi acce- 
lerata la fase di rilassamento del muscolo (effetto 
lusitropo positivo). Infine la presenza di recettori 
Pi adrenergici sulle cellule dei nodi è responsabile, 
sempre a seguito della stimolazione, di un doppio 
effetto: uno derivante dal più rapido accumulo del 
Ca?* nel citosol e dalla sua più rapida riassunzione 
nel reticolo, e l’altro legato alla attivazione dei ca- 
nali dei K* posti sul sarcolemma (tutto a seguito 
della fosforilazione dei canali e della pompa da par- 
te della stessa proteina chinasi A). Ne consegue un 
aumento della frequenza di contrazione (cronotro- 
pismo), della velocità di conduzione del potenziale 
d’azione (dromotropismo) e della eccitabilità del 
sarcolemma (batmotropismo). 

La stimolazione dei recettori c.-adrenergici in- 
nesca il sistema di trasduzione imperniato sulla at- 
tivazione della fosfolipasi C con formazione di dia- 
cilglicerolo e inositolotrifosfato. L’inositolo trifo- 
sfato induce ulteriore liberazione di Ca?* dal retico- 
lo sarcoplasmatico, mentre il diacilglicerolo attiva 
la proteina chinasi C, la quale fosforilando lo scam- 
biatore di Na'/H* della membrana sarcoplasmatica 
promuove l’espulsione di H* dalla cellula. La con- 
seguente alcalinizzazione del citoplasma aumenta 
l’affinità dei miofilamenti per il Ca?* e rende più 
pronta la contrazione. L’effetto finale è inotropico 
positivo senza tachicardia. 

L’entrata in funzione dei recettori muscarinici, 
per stimolazione da parte dell’acetilcolina, porta al- 
la inibizione dell’adenilato ciclasi, dovuta al coin- 
volgimento di proteine G con subunità a di tipo ini- 
bitorio. Si blocca quindi la formazione di cAMP 
con marcato effetto cronotropo negativo (bradicar- 
dia) e modesto effetto inotropo negativo. 

Va pure ricordato che effetti non trascurabili sul- 
l’attività funzionale del miocardio derivano anche 
dalla vasodilatazione (stimolazione B,-adrenergi- 
ca) e vasocostrizione (stimolazione @;-adrenergi- 
ca) del distretto vasale coronarico, con conseguen- 
te modificazione dell’apporto di O, e di nutrienti 
energetici. 


Omeostasi del Ca?* nella cellula 
miocardica 


La continuità dei processi di eccitazione-contra- 


zione-rilassamento della fibra miocardica, eventi 
Ca?* dipendenti, impone una altrettanto continua 
fluttuazione delle concentrazioni citoplasmatiche 
degli ioni Ca?* da circa 107 M nella fase di rilassa- 
mento a circa 10° M nella fase di contrazione. 
Queste oscillazioni sono sottoposte al più rigoroso 
controllo, pena il deragliamento dell’attività con- 
trattile del miocardio. È già stato illustrato il ruolo 
del Ca?* nell’innesco della contrazione con il coin- 
volgimento dei canali del Ca?* sarcolemmatici 
(VOCC) e del reticolo sarcoplasmatico (RYR), 
nonché nella fosforilazione di alcuni componenti 
del sistema contrattile miofibrillare. La regolazione 
della concentrazione citoplasmatica del Ca?* è fon- 
data sull’azione dei sistemi adibiti alla estrazione 
del Ca?* e alla immissione del Ca?* nel sarcopla- 
sma.. 


Sistemi adibiti alla estrazione dei 
Ca?+ dal sarcoplasma: le “pompe 
del calcio” 


L’estrazione degli ioni Ca?* dal sarcoplasma 
miocardico è operata dal sinergismo di diverse 
pompe del Ca?*: la Ca?*-ATPasi della membrana 
sarcoplasmatica, la Ca°* - ATPasi del reticolo endo- 
plasmatico, lo scambiatore Na'/Ca?* del sarcolem- 
ma e il sistema di trasporto del Ca?* entro i mito- 
condri. Le Ca?*-ATPasi del sarcolemma e del reti- 
colo sarcoplasmatico hanno architettura molecolare 
e modalità di funzionamento simili a quelle del mu- 
scolo scheletrico, alle quali si rimanda. La Ca?*- 
ATPasi reticolare è responsabile della maggior par- 
te dell’estrazione di Ca?* dal citosol, mentre la Ca?* 
-ATPasi sarcolemmatica è più efficace nella estra- 
zione dei Ca°* in condizioni di riposo, quando cioè 
la concentrazione dei Ca?* nel sarcoplasma è bassa. 


Lo “scambiatore” Na'/Ca?* del sarcolemma. 
Lo “scambiatore” Na*/Ca?* del sarcolemma è un si- 
stema elettrogenico, in quanto trasporta nel liquido 
extracellulare un Ca?* (contro gradiente) in scam- 
bio con 3 Na', che vengono simultaneamente tra- 
sportati nel sarcoplasma (in favore di gradiente). 
Sia gli ioni Ca?* che Na* hanno infatti una concen- 
trazione più elevata all’esterno della cellula. È il 
gradiente favorevole degli Na* che consente l’estru- 
sione contro gradiente del Ca°*. Poiché tuttavia il 
ripristino del normale gradiente transmembrana de- 
gli ioni Na* richiede la loro successiva espulsione 
dalla cellula tramite la “pompa del sodio” a spese 
della idrolisi dell’ATP, l’energia per lo scambio 
Na*/Ca?* deriva in ultima analisi dall’ ATP. 
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A differenza della “pompa” ATP-asica del sarco- 
lemma, lo “scambiatore” Na'/Ca?* possiede una re- 
lativa scarsa affinità per gli ioni Ca?*, ma una ele- 
vata capacità di pompaggio, soprattutto per il mag- 
gior numero di unità presenti nella membrana. Si ri- 
tiene quindi che lo “scambiatore” Na'/Ca?* abbia 
parte preminente nel pompaggio degli ioni Ca°* du- 
rante la fase sistolica, allorché la concentrazione del 
Ca?* raggiunge nel sarcoplasma 1 livelli più eleva- 
ti 


Sistema di trasporto dei Ca?* nei mitocondri. I 
mitocondri di cuore, come quelli di altri tessuti, so- 
no capaci di accumulare Ca?* dall'ambiente esterno 
(sarcoplasma nel caso delle cellule cardiache). Il 
meccanismo di questa operazione di trasporto viene 
indicato con il termine “uniporto”, in quanto gli i0- 
ni Ca?* vengono trasportati unidirezionalmente nel- 
l’interno dei mitocondri con meccanismo elettrofo- 
retico, tramite un “carrier”, specificamente inibito 
dal rosso di rutenio. Infatti la respirazione mitocon- 
driale, promuovendo una espulsione di protoni, crea 
un potenziale transmembrana negativo all’interno. 
È questo potenziale che attrae nello spazio matrice 
gli ioni Ca?* esterni secondo una stechiometria di 1 
Ca?* per sito fosforilativo. In altre parole la ossida- 
zione di una molecola di substrato NAD* dipenden- 
te, i cui elettroni transitano per i tre siti fosforilati- 
vi, può indurre l’accumulo di tre Ca?*. Il Ca?* accu- 
mulato può essere rilasciato per scambio elettro- 
neutro con 2 ioni Na*. Due Na' entrano nella matri- 
ce per ogni Ca°* che viene rilasciato (Fig. 26.22). A 
loro volta gli ioni Na'* accumulati nei mitocondri 
vengono rilasciati in scambio con altrettanti proto- 
ni. 


Sistemi adibiti alla “immissione” 
del Ca?* nel sarcoplasma: i 
“canali” del calcio 


A questa funzione sono adibiti, come già riferi- 
to, la membrana sarcoplasmatica, il reticolo sarco- 
plasmatico e i mitocondri, sedi di canali o “carrier” 
del Ca?* Questi “canali” del calcio sono parte del 
sistema di canali (“canali ionici”) attraverso i quali 
i vari ioni vengono trasportati selettivamente attra- 
verso la membrana, in particolare il sarcolemma e 
le membrane del reticolo sarcoplasmatico. I “canali 
ionici”, pur potendo essere percorsi da ioni di varie 
specie, presentano un rapporto di selettività per un 
determinato ione dell’ordine di 100:1. Ciò significa, 
ad esempio, che i “canali” del calcio possono esse- 
re percorsi da altri ioni, ma con una probabilità di 
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Figura 26.22 Trasporto dei Ca2+ nei mitocondri 
del cuore 





1 = “uniporto” per il trasporto unidirezionale dei Ca?*, 
2 = “scambiatore” Na+/Ca?*; 3 = “scambiatore” 
Na+/H+; e = elettroni; MMI = membrana mitocondria- 
le interna. 


100:1 a favore dei Ca?*. Tale selettività viene con- 
ferita da appositi ‘fi/tri” di cui i canali sono dotati. 
Caratteristica comune del trasporto ionico attraver- 
so i “canali” è la passività, in quanto gli ioni attra- 
versano i “canali” sempre in favore di gradiente. Il 
flusso degli ioni Ca?* attraverso i propri “canali” è 
unidirezionale: dall’esterno all’interno della cellula 
o dall’interno del reticolo sarcoplasmatico al cito- 
sol. Questo flusso non è tuttavia costante, ma è re- 
golato dall’apertura e chiusura di “cancelli” di cui 
i “canali” sono dotati, donde la denominazione di 
“gate pores” (pori con cancello). 

I “canali” del calcio possono esistere in ire stati 


funzionali: aperti, a riposo ed inattivi. Gli ioni Ca°' 


possono attraversare la membrana solo quando i ca- 
nali sono aperti; lo stato di apertura dura frazioni di 
secondo (da 10 a 100 millisecondi). Quando 1 ‘“ca- 
nali” sono allo stato di riposo o di inattività gli ioni 
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non possono penetrare nella cellula. La differenza 
tra stato di riposo e di inattività consiste fondamen- 
talmente nella possibilità o meno di passare pron- 
tamente allo stato aperto in risposta allo stimolo fi- 
siologico: 


Riposo «@_—_>»> Aperto 


> Inattivo Wal 


La transizione dallo stato di riposo a quello aper- 
to inizia quando, in seguito all’impulso di contra- 
zione, la membrana si depolarizza (Fig. 26.23). 
Subito dopo i “canali” del calcio passano allo stato 
inattivo, nel quale diventano refrattari a rispondere 
allo stimolo di contrazione. Per tornare allo stato 
non refrattario di riposo è necessario che il poten- 
ziale di membrana ritorni allo stato di ripolarizza- 
zione. Nel cuore questa condizione è ripristinata 
dalla fuoriuscita degli ioni K* dalla cellula, ad ope- 
ra della pompa Na‘/K*. Si spiega così la dipenden- 


za della funzionalità dei “canali” del calcio dal vol- 
taggio della membrana (Fig. 26.23). 

La superficie interna del “canale” è rivestita da 
residui idrofilici polari, le cui cariche elettriche va- 
riano con il voltaggio di membrana, determinando 
l’apertura o la chiusura dei “cancelli”. Ogni ‘’cana- 
le” è dotato di due cancelli, uno esterno, detto di 
attivazione, in quanto la sua apertura dà inizio al 
passaggio degli ioni Ca?*, l’altro interno, detto di 
inattivazione, in quanto la sua chiusura dà inizio al- 
lo stato di ‘“‘inattivazione” del “canale”. 

I “canali” del calcio posizionati nel sarcolemma 
sono la sede principale di azione dei farmaci antia- 
ritmici (chinidina, lidocaina, procainammide ecc.) 
e, più specificamente, dei farmaci, indicati come 
“calcio antagonisti”, quali il Verapamil, il Diltiazem 
e la Nifedipina, che trovano crescente impiego nel 
trattamento dell’angina, dell’infarto miocardico e 
dell’ipertensione. Questi farmaci bloccano i “canali” 
del calcio occludendone il lume, oppure modifican- 
done la conformazione (ed in tal modo ugualmente 
bloccando il passaggio dei Ca?*) per interazione con 
1 fosfolipidi di membrana che si trovano a più imme- 
diato contatto con i canali stessi. 
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Negli stati A e | la membrana è depolarizzata (cariche positive all’interno); nello stato R la membrana è polarizzata 
(cariche negative all’esterno); S = sarcolemma; a = cancello di attivazione; i = cancello di inattivazione; F = filtro. 
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Una ulteriore via di accesso dei Ca?* alla cellu- 
la è costituita da canali “aspecifici” (rispetto alle 
specie ioniche) che mettono in comunicazione fra 
loro le cellule cardiache dei distretti sinciziali del 
miocardio. Questi “canali intercellulari” sono sem- 
pre aperti e consentono una costante intercomuni- 
cazione di elettroliti fra le cellule facilitando quindi 
la sinergia funzionale del sincizio. Tuttavia, quando 


MITOCONDRIO 
Fosfo- 
Pg ADP Creatina 
F.O. 
Ki ATP Creatina 
CK 
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la concentrazione degli ioni Ca?' in una cellula, o in 
gruppo di cellule, si innalza al di sopra dei limiti fi- 
siologici, i canali si chiudono, precludendo un in- 
nalzamento patologico degli ioni Ca°' nelle cellule 
contigue. 


L'ENERGIA FOSFATO NEL 
MIOCARDIO 


L’attività contrattile del cuore è continua ed, 
esclusi brevissimi periodi di intenso lavoro, è soste- 
nuta dal metabolismo aerobico. E per questo che 
condizioni anaerobiche, anche di breve durata, in- 
ducono danno funzionale e strutturale al miocardio. 

Come nel muscolo scheletrico, anche nel mio- 
cardio la contrazione della fibrocellula è sostenuta 
dall’energia di idrolisi dell’ ATP in ADP + Pi e il più 
immediato rifornimento dell’ATP è da parte del 
creatinfosfato, la cui concentrazione (- 25 umoli/g 
di tessuto fresco) è molto superiore a quella 
dell’ ATP (5 Uumoli/g di tessuto fresco). 

Oltre che come “deposito” di gruppi fosforici 
ricchi di energia, /a coppia ‘“creatina-fosfocreati- 
na” funziona nel miocardio come sistema di tra- 
sporto fra il sito di produzione (i mitocondri) ed il 
sito di utilizzazione (la miofibrilla miosinica) 
dell'ATP. Ciò è reso possibile dall’esistenza di due 
isoenzimi della creatina chinasi: uno mitocondriale 
(CK,,) ed uno sarcoplasmico (CKf). Il primo (CK), 
adeso alla superficie esterna della membrana mito- 
condriale interna, è topograficamente e funzional- 
mente connesso con la “adenilato traslocasi”, 1l 
carrier che scambia l’ATP intramitocondriale con 
l’ADP extramitocondriale. Il secondo (CKy) è asso- 
ciato con la ATPasi delle miofibrille miosiniche 
(Fig. 26.24). Nel momento stesso in cui, veicolato 
ed ancora legato alla adenilato traslocasi, l’ATP 
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Figura 26.24 Trasferimento dei gruppi fosforici ricchi di energia (indicato dalla freccia in grasset- 
to) dall’ATP prodotto nella fosforilazione ossidativa mitocondriale all’ATP utilizzato nel processo 


contrattile 


n i LTL Lei clitici nz can 
CK, = Isoenzima mitocondriale della creatina chinasi; CK: = isoenzima miosinico della creatina chinasi; F.O. 


Fosforilazione ossidativa. 
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varca la membrana mitocondriale interna, diventa 
substrato della creatina chinasi per formare fosfo- 
creatina e ADP. L’ADP viene immediatamente tra- 
sportato nel mitocondrio dalla adenilato traslocasi e 
la fosfocreatina diffonde nel citoplasma attraverso 
la membrana mitocondriale esterna e perviene alle 
miofibrille. Qui diventa substrato della creatina chi- 
nasi miofibrillare e nella reazione a direzione oppo- 
sta forma ATP e creatina, che ritorna nello spazio 
intermembrana a disposizione della creatina china- 
si mitocondriale. E quindi la creatina che controlla 
la sintesi mitocondriale di ATP. sintesi nel processo 
di fosforilazione ossidativa ed è la fosfocreatina che 
controlla la contrazione delle miofibrille. È in que- 
sto senso che la coppia ‘‘creatina-fosfocreatina” va 
considerata un essenziale fattore di regolazione del- 
la produzione ed utilizzazione dell’energia nella fi- 
brocellula miocardica. 

Va osservato che la disponibilità di ATP per il 
funzionamento delle pompe del Ca?* (indispensabi- 
li per abbassare la concentrazione dei Ca?* imme- 
diatamente dopo la contrazione e consentire quindi 
un nuovo evento contrattile) collocate l’una sul sar- 
colemma e l’altra sulla membrana del reticolo sar- 
coplasmatico, è assicurata dalla semplice diffusione 
dell’ ATP dai mitocondri subsarcolemmatici, dove è 
massivamente prodotto, alle sedi di residenza delle 
pompe. In altre parole l’utilizzazione di questo ATP 
è Indipendente dal sistema di trasmissione “creati- 
na-fosfocreatina”. 

Un problema tuttora aperto è quello relativo al- 
l’apporto di creatina al miocardio, che, pur essendo 
uno dei tessuti più strettamente dipendenti da crea- 
tina, non è in grado, analogamente al muscolo sche- 
letrico, di sintetizzarla. La creatina deve quindi es- 
sere necessariamente assunta dal sangue nel quale 
essa viene riversata dal fegato e dal pancreas, i due 
organi capaci di sintetizzarla. 

Nel miocardio, come nel muscolo scheletrico, è 
molto attiva l’adenilato chinasi, o miochinasi, che 
catalizza la reazione dismutativa: 


2ADP S. ATP+AMP 
nella quale una molecola di ADP (donatore) cede 
all’altra (accettore) il gruppo fosforico Y. 

Sempre in analogia con il muscolo scheletrico, 
nel miocardio è attiva la AMPK attivata da AMP, in 
grado di stimolare un maggior consumo di glucosio 
e acidi grassi, e la adenilato deaminasi che cataliz- 
za la reazione: 


AMP +H,0 > IMP+NH; 


La produzione di ammoniaca catalizzata dalla 
adenilato deaminasi può essere vantaggiosa quan- 
do, in condizioni di scarsa (anche momentanea) os- 
sigenazione, il miocardio diventa produttore di lat- 
tato. La neutralizzazione del lattato e la conseguen- 
te prevenzione della caduta del pH contribuiscono 
al mantenimento della funzione contrattile, che ne 
sarebbe altrimenti compromessa. 

Anche la defosforilazione dell’ AMP ad adenosi- 
na, catalizzata dalla 5’-nucleotidasi avviene nel mu- 
scolo cardiaco come in quello scheletrico con ugua- 
li effetti funzionali. 


I SUBSTRATI OSSIDABILI 
UTILIZZATI DAL MIOCARDIO 


I substrati ossidabili dai quali il miocardio rica- 
va l’energia utilizzabile per la contrazione sono (in 
ordine quantitativamente decrescente): acidi grassi, 
glucosio, lattato, corpi chetonici, piruvato. Il mio- 
cardio ricava questi substrati dal sangue; può tutta- 
via attingere anche ai depositi endogeni, fondamen- 
talmente glicogeno e trigliceridi. 


Glucosio. Anche in condizioni di ottimale dispo- 
nibilità, l’utilizzazione del glucosio da parte del 
miocardio, normalmente ossigenato, è relativamen- 
te scarsa, mai superando il 30% dell’utilizzazione 
dei substrati ossidabili. Ciò non significa che il glu- 
cosio sia di secondaria importanza per il metaboli- 
smo energetico del miocardio. Infatti, anche se fon- 
te minore di energia, il glucosio è in ogni caso indi- 
spensabile per l’utilizzazione ossidativa degli acidi 
grassi, 1 substrati energetici preferenziali, in quanto 
‘rifornitore’ di ossalacetato nel ciclo di Krebs. 

La scarsa utilizzazione metabolica del glucosio 
riflette il relativamente lento flusso della glicolisi 
per via dell’attività della fosfofruttochinasi, mante- 
nuta a basso livello dalla elevata concentrazione ci- 
toplasmatica di ATP, prodotto con resa elevata nel 
processo di fosforilazione ossidativa mitocondriale. 
Inoltre nel miocardio il piruvato viene ossidato a 
CO, nel processo di decarbossilazione ossidativa e 
non ridotto a lattato, o transaminato in alanina, co- 
me si verifica in altri tessuti, muscolo scheletrico in 
particolare. Ciò è dovuto alla efficienza della piru- 
vato deidrogenasi e dei “sistemi “navetta” che tra- 
sportano gli “equivalenti riducenti” (NADH) pro- 
dotti nella glicolisi a reagire con l’ossigeno all’in- 
terno dei mitocondri. È altresì peculiare del miocar- 
dio il perfetto sincronismo fra produzione (citopla- 
smatica) ed utilizzazione (mitocondriale) del piru- 
vato (Fig. 26.25). Infatti quando una maggior utiliz- 
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Figrua 26.25 Sincronismo fra ossidazione del piruvato e glicolisi 





MMI = Membrana mitocondriale interna; PDH = piruvato deidrogenasi. 


zazione ossidativa di acidi grassi o di corpi chetoni- 
ci rende opportuno un risparmio di glucosio, vengo- 
no inibiti nella stessa misura glicolisi ed ossidazio- 
ne del piruvato. Ciò è dovuto alla circostanza che 
l’acetil-CoA, prodotto dal metabolismo degli acidi 
tività della piruvato deidrogenasi e, incorporato nel 
citrato, quella della fosfofruttochinasi. Condizioni 
di anossia o ischemia aboliscono questo sincroni- 
smo ed il glucosio, invece di essere ossidato in CO, 
con elevata resa energetica, viene trasformato in lat- 
tato in misura più o meno cospicua. 


Acido lattico. Il miocardio preferisce il lattato al 
glucosio. Si è infatti osservato che, quando il conte- 
nuto di lattato nel sangue si innalza al di sopra di un 
certo valore, si ha una significativa diminuzione del 
consumo di glucosio da parte del muscolo cardiaco: 
azione di risparmio del glucosio (Tab. 26.VII). 


Tabella 26.VII 


Percentuale di utilizzazione dei substrati ossidabili dal 
cuore a riposo e durante esercizio fisico. 









Questa condizione si realizza allorché la concen- 
trazione di lattato raggiunge valori molto elevati 
(10-15 mmoli/litro), durante o subito dopo un eser- 
cizio muscolare scheletrico più o meno intenso. 
Pertanto il miocardio utilizza prevalentemente, se 
non esclusivamente, acidi grassi e glucosio in con- 
dizioni di riposo ma anche acido lattico in condizio- 
ni di esercizio muscolare. 


L’utilizzazione del lattato da parte del miocardio 
è espressione di una significativa complementarietà 
fra muscolo scheletrico e cardiaco. Infatti a diffe- 
renza del muscolo scheletrico, nel quale il sangue 
venoso refluo dal tessuto contiene più acido lattico 
del sangue arterioso, nel miocardio il sangue veno- 
so è più povero di acido lattico del sangue arterio- 
so. Questa opposta situazione dipende: 1) dalle ca- 
ratteristiche della lattico deidrogenasi del muscolo 
scheletrico e cardiaco e 2) dalla diversa capacità 0s- 
sidativa dei due tessuti. Infatti l’isoenzima della lat- 
tico deidrogenasi presente nel muscolo cardiaco 
(Ha) viene inibito, a differenza di quello scheletrico 
(My), da un eccesso di piruvato. Ciò significa che 
quando, per stimolazione della glicolisi, si forma un 
eccesso di piruvato, questo inibisce la lattico dei- 
drogenasi, prevenendo la formazione del lattato. 
Inoltre la elevata capacità del miocardio di ossidare 
piruvato e NADH fa sì che la reazione catalizzata 
dalla lattico deidrogenasi decorra verso la forma- 
zione del piruvato, anche se l’equilibrio della rea- 
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zione favorirebbe la formazione di lattato; piruvato 
e NADH vengono infatti prontamente sottratti a 
detto equilibrio: 

lattato + NAD* S  piruvato + NADH 

Quando l’apporto di ossigeno diventa inadegua- 
to, si ha produzione di acido lattico anche da parte 
del miocardio per cui anziché sottrarre acido lattico 
dal sangue, il miocardio ve lo rilascia. La Fig. 26.26 
mette in evidenza il capovolgimento della situazio- 
ne metabolica del miocardio in condizioni di anos- 
sia (insufficiente disponibilità di ossigeno). In que- 
sta condizione il glucosio, anziché venire ossidato a 
CO, viene trasformato in acido lattico e questo ri- 
versato nel sangue. 

In condizioni di insufficiente apporto di O, parte 
del piruvato viene trasformato in alanina per transa- 
minazione con il glutammato; si spiega così l’accen- 
tuato rilascio di alanina da parte del cuore anossico. 


Acidi grassi. Gli acidi grassi a lunga catena so- 
no i substrati preferiti dal miocardio, di cui coprono 
il 70% circa della spesa energetica. I trigliceridi de- 
positati nel tessuto adiposo (11 kg circa in un uomo 
di 70 kg) costituiscono un enorme serbatoio di aci- 
di grassi in attesa di utilizzazione. Naturalmente la 
assoluta dipendenza dall’ossigeno del metabolismo 
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degli acidi grassi spiega come la disponibilità di O, 
sia una esigenza fondamentale per il funzionamen- 
to cardiaco. 

La maggior parte degli acidi grassi utilizzati dal 
miocardio proviene dal tessuto adiposo veicolati 
dall’albumina. La restante parte deriva dalla lipoli- 
si dei trigliceridi endogeni e di quelli plasmatici as- 
sociati ai chilomicroni ed alle VLDL. Il contributo 
relativo di queste fonti è dipendente dallo stato nu- 
trizionale e dall’equilibrio ormonale del soggetto. 
Penetrati nella fibrocellula miocardica gli acidi 
grassi si legano ad una specifica proteina citopla- 
smatica (EABP) che ne regola la distribuzione ai va- 
ri “pools” intracellulari. Questa proteina, che insie- 
me con gli acidi grassi, lega anche con elevata affi- 
nità i loro metaboliti (acil-CoA ed acil-carnitina), 
esplica implicitamente anche azione protettiva, in 
quanto allo stato libero acidi grassi e loro metaboli- 
ti possono esercitare un’azione deleteria sul tessuto, 
sia per la loro aspecifica azione detergente, sia per 
l’azione specificamente lesiva sulla permeabilità 
delle membrane intracellulari. 

La carnitina nel miocardio. L’intenso uso di 
acidi grassi a scopo energetico prevede un efficien- 
te trasporto degli acili dal comparto citosolico a 
quello mitocondriale. Come noto questo trasporto è 
carnitina dipendente (Fig. 26.27). Il miocardio 
umano ha un contenuto di carnitina (1,5 umoli/g di 
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NADH HP respiratoria AH CO, 


Aceti-CoA_ —_>>» CO, 


Figura 26.26 Metabolismo del glucosio nel miocardio in condizioni di normossia (linee continue) 


e di anossia (linee tratteggiate) 


] = glicolisi; 2 = lattico deidrogenasi; 3 = “Shuttles” per il trasporto degli equivalenti riducenti nel miocardio; 4 = 
piruvato traslocasi; 5 = piruvato deidrogenasi; 6 = ciclo di Krebs. 
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Figura 26.27 Attivazione degli acidi grassi catalizzata dalla acil-CoA sintetasi (1) e trasferimento 
reversibile degli “acili” fra CoA e carnitina catalizzato dalla carnitina: CoA aciltrasferasi esterna 


(2) ed interna (3) 


MME = Membrana mitocondriale esterna; MMI = membrana mitocondriale interna; Carn = carnitina. 


tessuto fresco) due volte superiore a quello epatico 
e 30 volte superiore a quello ematico. Poiché il mio- 
cardio è incapace di sintetizzare carnitina, deve ne- 
cessariamente estrarla dal sangue in un processo di 
trasporto contro gradiente. Nel sarcolemma miocar- 
dico è collocato un “traslocatore” capace di tra- 
sportare la carnitina nelle cellule cardiache in 
scambio con la deossicarnitina (il precursore im- 
mediato della carnitina che il miocardio è in grado 
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Proteina metilata 


e-N-trimetillisina 


Deossicarnitina 


Carnitina 


SANGUE 


Deossicarnitina 


Carnitina 





di sintetizzare). Questo scambio (Fig. 26.28) avvie- 
ne con una stechiometria di 1:1; vale a dire una mo- 
lecola di carnitina viene trasportata nella fibrocellu- 
la miocardica, solo se simultaneamente una mole- 
cola di deossicarnitina ne esce. 

Nel fegato, l’organo che sintetizza la carnitina 
(nell’uomo anche il rene), detto scambio avviene in 
direzione opposta; il fegato estrae cioè dal sangue 
deossicarnitina per riversarvi carnitina. 


CUORE 
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Figura 26.28 Trasporto della carnitina nel miocardio 


Questo trasporto contro gradiente è mediato da un trasportatore, situato nel sarcolemma, che scambia la carnitina 
con la deossicarnitina, il suo precursore immediato. E probabile che nel fegato avvenga lo scambio opposto. 
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Una deficienza di carnitina o una anomalia del 
sistema di trasporto bidirezionale di carnitina e 
acil-carnitina attraverso la membrana mitocondria- 
le,- condizioni che possono verificarsi in patologia 
- inducono adinamia funzionale ed insieme steato- 
si miocardica. L’adinamia deriva dalla diminuita 
ossidazione degli acil-CoA e la steatosi dal fatto che 
gli acidi grassi, non potendo reagire con la carniti- 
na, reagiscono con il glicerolo-3-fosfato formando 
trigliceridi che si accumulano. 

Per questa azione di traslocazione degli acili e 
per la implicita azione di risparmio di CoA, la car- 
nitina favorisce il metabolismo ossidativo non solo 
degli acidi grassi, ma anche del piruvato, la cui os- 
sidazione ad acetil-CoA richiede disponibilità di 
coenzima A. 


Amminoacidi. La funzione degli amminoacidi è 
fondamentalmente quella di sostenere la sintesi pro- 
teica, necessaria per compensare la continua degra- 
dazione delle proteine. In aggiunta a questa funzio- 
ne, gli amminoacidi a catena ramificata ed in par- 
ticolare la leucina vengono impiegati dal miocar- 
dio, come dal muscolo scheletrico, come substrati 
ossidabili specialmente nelle condizioni di iperla- 
voro. È noto che intermedi del catabolismo ossida- 
tivo della leucina regolano il turnover proteico, ac- 
celerando la sintesi proteica ed inibendo la proteo- 
lisi. La disponibilità di leucina nel miocardio rap- 
presentaerebbe quindi un importante fattore di sal- 
vaguardia delle proteine tessutali. 


MODIFICAZIONI METABOLICHE 
NELL'ANOSSIA E NELLA ISCHEMIA 


Anossia (diminuita pressione parziale dell’ossi- 
geno-pO,- con flusso ematico normale) ed ischemia 
(diminuito flusso ematico) inducono nel miocardio 
alterazioni metaboliche e strutturali più o meno pro- 
fonde. La inadeguata ossigenazione del miocardio 
compromette, ovviamente, tutti 1 processi ossidativi 
richiedenti ossigeno e primariamente i processi mi- 
tocondriali. In particolare la deficienza di ossigeno, 
rallentando o bloccando 1l flusso di elettroni nella 
catena respiratoria, determina un forte aumento del 
rapporto NADH/NAD' cui consegue: 


1) inibizione della fosforilazione ossidativa,; 

2) rallentamento del ciclo di Krebs; 

3) inibizione della decarbossilazione ossidativa 
del piruvato in acetil-CoA; 

4) inibizione della f-ossidazione degli acidi 
grassi 
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Figura 26.29 Inibizione dell’adenilato trasloca- 
si mitocondriale da parte degli acil-CoA, che si 
accumulano all’interno ed all’esterno ed all’e- 
sterno dei mitocondri in condizioni di anossia e 
ischemia 


La diminuita decarbossilazione ossidativa del 
piruvato, simultanea ad un aumento del NADH ci- 
toplasmatico, implica un aumento di formazione di 
acido lattico con conseguente diminuzione del pH. 
La inibizione della B-ossidazione degli acidi grassi 
determina un aumento degli acil-CoA sia all’inter- 
no che all’esterno dei mitocondri. Tale aumento ini- 
bisce l’attività della adenilato traslocasi con conse- 
guente sequestro dell’ ATP nell’interno dei mitocon- 
dri (Fig. 26.29). 

E a causa di tale sequestro che nelle prime fasi 
dell’anossia o della ischemia la diminuzione 
dell’ATP miocardico è molto meno accentuata di 
quella della fosfocreatina. L’accumulo degli acil- 
CoA compromette anche i meccanismi adibiti alla 
omeostasi dei Ca?* nella cellula. Gli acil-CoA indu- 
cono infatti un efflusso di Ca?* dal reticolo endopla- 
smatico e dai mitocondri, elevando la concentrazio- 
ne degli ioni Ca?* nel citosol al di sopra del livello 
fisiologico compatibile con l’alternanza di “attiva- 
zione-deattivazione” propria dei numerosi processi 
calcio dipendenti. Inoltre una concentrazione di 
Ca?* più elevata della norma stimola alcuni enzimi, 
normalmente silenti o scarsamente attivi (fosfolipa- 
s1 Ap € proteasi calcio dipendenti), inducendo idro- 
lisi dei fosfolipidi e delle proteine cellulari. Questa 
idrolisi è alla base delle alterazioni necrotiche che 
conseguono all’anossia e soprattutto alla ischemia. 

L’ischemia ha conseguenze più gravi dell’anos- 
sia: nell’anossia il regolare flusso ematico è in gra- 
do di rimuovere dal tessuto anossico metaboliti no- 
civi, fra cui l’acido lattico. Nell’ischemia detta ri- 
mozione non è possibile, donde le conseguenze de- 
leterie da accumulo di acido lattico e di altri meta- 
boliti indesiderabili. Analogamente, mentre nell’a- 
nossia il pH rimane vicino all’ambito della norma- 
lità (7,10-7,25) nell’ischemia si abbassa a 6,8. 
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IL CUORE COME ORGANO 
ENDOCRINO 


L’atrio cardiaco elabora e secerne un fattore che 
influenza la escrezione renale di acqua e di Na* 
contribuendo alla regolazione della pressione ema- 
tica ed alla corretta circolazione del sangue: 

Questo fattore, elaborato dai miociti atriali e de- 
positato entro granuli di secrezione, è il fattore 0 
peptide natriuretico atriale (FNA), denominato an- 
che “atriopeptina”. Il FNA, quando è ancora all’in- 
terno dei granuli secretivi, è un polipeptide costitui- 
to da 151 residui di amminoacidi. I primi 25, a par- 
tire dalla estremità N-terminale, costituiscono il 
“peptide di segnale” che pilota il FNA nel traffico 
cellulare e che si stacca prima della secrezione, la- 
sciando un peptide di 126 residui, denominato “car- 
dionatrina IV”. Il segmento C-terminale di questo 
peptide, costituito da 28 residui di amminoacidi, è 
dotato di attività natriuretica e viene identificato co- 
me il FNA fisiologicamente attivo con la denomina- 
zione di ‘“cardionatrina I”. La struttura primaria 
del FNA è presentata nella Figura 26.30. 

L’azione del FNA è plurivalente. A livello rena- 
le e precisamente del tubulo distale renale, stimola 
la escrezione del sodio (natriuresi), ma non quella 
del potassio; anche la diuresi ne è dipendentemente 
stimolata. A livello della muscolatura liscia delle ar- 


FNA: 


Il cuore come organo endocrino ® 807 


teriole, il FNA ne determina rilassamento e a livel- 
lo renale e surrenale inibisce la secrezione della re- 
nina e dell’aldosterone. L'insieme di questi effetti 
determina ipotensione, donde la ulteriore denomi- 
nazione di “FNA ipotensivo”. 

Il meccanismo di questa complessa azione è tut- 
tora oscuro, salvo per quello relativo alla muscola- 
tura liscia delle arterie. Legandosi a specifici recet- 
tori del sarcolemma delle cellule muscolari lisce, il 
FNA stimola la formazione di cGMP da parte della 
guanilato ciclasi a cui corrisponde la formazione di 
NO a sua volta responsabile del rilassamento della 
muscolatura liscia e quindi della vasodilatazione. 
L’importanza clinica e terapeutica del FNA è ovvia. 

I cardiomiociti ventricolari producono pure pep- 
tidi con attività natriuretica, in particolare il peptide 
natriuretico del cervello (“brain natriuretic 
peptide”, BNP), così denominato perché isolato per 
la prima volta dal cervello suino. L’azione del BNP, 
la cui struttura primaria è pure riportata nella Fig. 
26.30 è molto simile a quella del FNA. 


DIAGNOSTICA ENZIMATICA 
DELL'ISCHEMIA CARDIACA 


La diagnosi dell’ischemia cardiaca necrotica 


NH,-Ser-Leu-Arg-Arg-Ser-Ser-Cys-Phe-Gly-Gly-Arg-Met-Asp-Arg-Ile-Gly 


aa 


HOOC-Tyr-Arg-Phe-Ser-Asn-Cys-Gly-Leu-Gly-Ser-Gin-Ala 


S 


BNP: 


are teictniz ciente deliri 


Arg 


S 

| | 
S Ile 
[ 


\ 


HOOC-His-Arg-Arg-Leu-Val-Lys-Cys-Gly-Leu-Gly-Ser-Ser-Ser-Ser 


Figura 26.30 Struttura primaria di due ormoni natriuretici prodotti dal miocardio, il fattore atria- 
le (FNA), e il “Brain natriuretic peptide”(BNP), secreto dai ventricoli cardiaci 
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(infarto del miocardio) e soprattutto la valutazione 
dell’entità del danno relativo rappresenta tuttora un 
problema di notevole difficoltà. L'esame elettrocar- 
diografico, pur fondamentale per il rilievo della le- 
sione miocardica e per l’apprezzamento del suo de- 
corso, non fornisce indicazioni sicure sull’entità 
della lesione e non sempre la modificazione del 
tracciato è sufficientemente precoce. Anche le tec- 
niche scintigrafiche, specie per la difficoltà di rica- 
vare dalle immagini bidimensionali da loro offerte 
dalle dimensioni tridimensionali della lesione, non 
forniscono soluzioni decisive. Da qui l’importanza 
diagnostica, sempre attuale, della determinazione 
nel siero dell’attività di enzimi o proteine “marca- 
tori” che vengono rilasciati in circolo dalla zona 
miocardica ischemica come conseguenza della lisi 
cellulare. 

E necessario ricordare brevemente gli eventi 
biochimici che fanno seguito all’occlusione di una 
arteria coronarica. Come schematizzato nella 
Figura 26.31 essi si susseguono nel seguente ordi- 
ne: (a) ischemia miocardica; (b) anossia con deficit 
di approvvigionamento energetico, e diminuzione 
dell’esercizio funzionale delle pompe ioniche ATP- 
dipendenti. Ne consegue il rilascio di ioni, quali K* 
e HPOy? nel sangue entro i primi 60-120 minuti 
dall’avvenuto evento occlusivo; (c) caduta del con- 
trollo metabolico, con liberazione in circolo di me- 
taboliti, quali lattato e adenosina, e di piccole pro- 
teine (quali la mioglobina) dopo circa 30 minuti e 
fino a 7-8 ore dalla occlusione. Fino a questo pun- 


Occlusione dell'arteria coronarica 


vr “ 


Ischemia miocardica 
Anossia/deficit energetico 
Perdita del controllo metabolico 


Danno reversibile 


ì 


Danno irreversibile 


Concentraziohe nel plasma 





0 


to il danno, se non eccessivamente esteso, è rever- 
sibile se interviene la rimozione dell’occlusione; (d) 
danni gravi alla membrana con allentamento della 
permeabilità e rilascio di macromolecole (enzimi, 
proteine) dopo 5-6 ore dall’avvenuto infarto. A que- 
sto punto il danno diventa irreversibile e si procede 
alla fase (e) della morte cellulare morte cellulare e 
necrosi del tessuto. 

Le concentrazioni nel sangue delle varie sostan- 
ze liberate dall’area infartuata riflettono /o stadio e 
l'entità della lesione. La loro conoscenza consente 
di formulare una proposta diagnostica e di stabilire 
con buona approssimazione la datazione dell’even- 
to ischemico. 

Attualmente 1 marcatori biochimici utilizzati per 
la diagnostica (soprattutto precoce) dell’infarto 
miocardico sono: 

1. lamioglobina, il marcatore più precoce; 

2. lacreatina chinasi miocardica (CK-MB), marca- 
tore di discreta sensibilità e miocardio-specifico; 
le troponine miocardiche, in particolare la tropo- 
nina-I (TN-I miocardica), il marcatore più sensi- 
bile, capace di segnalare lesioni ischemiche an- 
che microscopiche. 

Il decorso delle attività di questi marcatori nel 
plasma di pazienti con infarto miocardico acuto è 
presentato nella Fig. 26.32. 


3, 


Mioglobina. La mioglobina viene rilasciata 
molto precocemente dal tessuto cardiaco ischemi- 
co, ma la sua presenza nel sangue è fugace, in quan- 
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Figura 26.31 Principali eventi biochimici che fanno seguito all’occlusione della arteria coronarica 
e lesioni cellulari che provocano la fuoriuscita di molecole dal tessuto e la loro immissione nel pla- 
sma. (Resa cortesemente disponibile dal Prof. M. Panteghini). 
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Giorni dall'episodio di infarto miocardico acuto 


Figura 26.32 Decorso dell'attività di alcune proteine ed enzimi marcatori di danno ischemico mio- 
cardico: mioglobina, troponina I cardiaca e creatina-chinasi miocardica CK-MB. (Resa cortesemen- 


te disponibile dal Prof. M. Panteghini). 


to i reni la eliminano molto rapidamente. Questo 
comportamento (precoce innalzamento e rapida di- 
minuzione) può significare che la lesione miocardi- 
ca è localizzata e non espansiva. Il mantenimento 
invece dei livelli elevati può indicare lesione in 
espansione. Pertanto anche il rilievo della presenza 
di mioglobina nelle urine può risultare diagnostico 
di una lesione miocardica. 


Creatina chinasi (CK). È l’enzima che catalizza 
la reazione: 


1) fosfocreatina + ADP 5 creatina + ATP 


La sua determinazione viene eseguita aggiun- 
gendo al campione di siero o plasma in esame fo- 
sfocreatina ed ADP, per cui la reazione decorre ver- 
so destra con formazione di creatina ed ATP. L’ATP 
viene determinato per aggiunta di glucosio, esochi- 
nasi, glucosio-6-fosfato deidrogenasi e NADP* 

Si promuovono così in sequenza le due seguenti 
reazioni: 


2) glucosio + ATP 5 glucosio-6-fosfato + ADP 


3) glucosio-6-fosfato + NADP* a 
ac. 6-fosfogluconico + NADPH 


L’incremento di assorbimento a 340 nm, dovuto 
al NADPH che si forma in quest’ultima reazione, è 
proporzionale all’ ATP formatosi nella reazione 1) e 
quindi all’attività della CK 


La CK è però presente anche nel muscolo sche- 
letrico e nel cervello, per cui il suo aumento nel san- 
gue non indica in modo assolutamente specifico 
una lesione miocardica. Una diagnosi specifica di 
danno miocardico diventa possibile determinando 
l’isoenzima della CK. proprio del miocardio. Gli 
isoenzimi della CK risultano dalla associazione di 
due monomeri: B e M. L’isoenzima BB è prevalen- 
te nel cervello, l’isoenzima MM nel muscolo sche- 
letrico e l’isoenzima ibrido MB nel miocardio. La 
determinazione di questi isoenzimi, dopo loro sepa- 
razione elettroforetica su agar-gel, viene eseguita 
misurando la loro attività enzimatica CK sullo stes- 
so gel. Un aumento dell’isoenzima BM è indice 
specifico di lesione miocardica. Questa metodica ri- 
chiede però un lungo periodo analitico. Un metodo 
più rapido per determinare la PK-MB, in assenza di 
una patologia cerebrale evidente, è quello di bloc- 
care il monomero B con un anticorpo specifico e di 
misurare l’attività creatinochinasica prima e dopo il 
blocco: la differenza fra le due determinazioni cor- 
risponde all’attività creatino-chinasica MB. La 
creatina chinasi MB è un marcatore abbastanza 
precoce: inizia verso la 3° ora, raggiunge il suo 
massimo dopo un giorno e ritorna alla norma dopo 
3 giorni. Un aumento ematico della creatina china- 
si si verifica spesso anche dopo un esercizio musco- 
lare intenso e prolungato, tanto da simulare un in- 
farto miocardico. La determinazione dell’isoenzima 
CK-MB assieme ai dati anamnestici dirime con 
certezza il dubbio. 
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Troponina T e Troponina I. I primi riscontri 
sulla presenza di troponine nel plasma e di un au- 
mento delle loro concentrazioni a seguito di infarto 
miocardico, furono osservati verso la fine degli an- 
ni ‘80 del secolo scorso. La maggiore specificità 
della troponina I rispetto alla troponina T fu ricono- 
sciuta nei primi anni ‘90 e il perfezionamento della 
metodica di dosaggio di quest’ultima proteina ai fi- 
ni della diagnostica miocardica nei primi anni 2000. 
La determinazione della troponina I cardiaca è ef- 
fettuata con metodo immunometrico, utilizzando 
anticorpi specifici per la porzione della molecola 
stabile e non coinvolta nella formazione di com- 
plessi nel sangue o in altre modificazioni (quali in- 
sulti proteolitici) in vivo. 

La troponina I è il marcatore più sensibile di 
danno miocardico, capace di indicare una lesione 
anche microscopica con tracciato elettrocardiogra- 
fico del tutto silente. È anche il marcatore con l’e- 
scursione più elevata: può raggiungere una concen- 
trazione relativa di 60-70 volte rispetto al limite su- 
periore dell’intervallo di riferimento. 

Una interpretazione rigorosa del significato dia- 
gnostico dei “markers” cardiaci richiede anche la 
valutazione dei fattori che ne influenzano il rilascio 
in circolo e la rimozione dael medesimo. E, ad 
esempio, importante tener presente la funzionalità 
del fegato e dei reni, gli organi che contribuiscono 
alla eliminazione di detti enzimi del sangue. 


IPERTROFIA ED INSUFFICIENZA 
CARDIACA 


Il muscolo cardiaco è dotato di una notevole pla- 
sticità ed è in grado di rimodellarsi in risposta a nu- 
merosi stimoli. Il processo di crescita post-natale 
del cuore, come pure l’aumento della massa mio- 
cardica a seguito di intensa attività fisica sono 
esempi di ipertrofia miocardica fisiologica. Nel se- 
condo esempio l’ipertrofia può essere reversibile, 
nel senso che la massa miocardica si riduce con la 
riduzione dell’attività fisica. Al contrario, l’attiva- 
zione neuro umorale, lo stress emodinamico, l’iper- 
tensione , l’insufficienza delle valvole aortiche e l’i- 
schemia post-infartuale portano ad una ipertrofia 
patologica. In assenza di sovraccarico ventricolare, 
che si può avere nei pazienti con lunga immobilità 
o negli astronauti dopo lunga permanenza nello 
spazio, è anche possibile il riscontro di una atrofia 
muscolare miocardica. 

Una serie di ormoni o fattori di crescita (quali 
l’IGF-1), che si esprimono nel corso dello sviluppo 
post-natale o durante l’esercizio fisico intenso, gio- 


ca un ruolo fondamentale nel promuovere la sintesi 
proteica anche a livello miocardico e, quindi, nel fa- 
vorire l’ipertrofia del cuore. Questi effetti sono il ri- 
sultato dell’innesco, da parte dei succitati fattori, di 
cascate trasduzionali che prevedono, nell’ordine, 
l’attivazione delle proteine chinasi PI3K, AKt, 
mTOR (che viene attivata per fosforilazione) e 
S6Ks, col risultato finale di rendere operativi geni 
codificanti specifiche proteine, in particolare quelle 
del muscolo miocardico (Fig. 26.33). 

I principali agenti in grado di stimolare l’ipertro- 
fia patologica sono l’angiotensina II, l’endotelina-1 
e le catecolamine. Anche questi agonisti producono 
una cascata di segnali intracellulari, mediata da spe- 
cifici recettori che, stimolando il sistema delle pro- 
teine G/fosfolipasi C, porta alla formazione di IP; e 
DAG. L’IP;, promuovendo la produzione del com- 
plesso Ca?*/calmodulina, attiva la ca/cineurina, con 
conseguente stimolazione di fattori di trascrizione 
(es. NFAT). Il DAG, a sua volta, attivando le protei- 
ne chinasi PKC e MAPK innesca il programma di 
trascrizione di geni fetali, o di adattamento metabo- 
lico, più orientato all’utilizzazione di glucosio piut- 
tosto che di acidi grassi (Fig. 26.33). Di conseguen- 
za si viene ad instaurare un quadro di ipertrofia pa- 
tologica, che può sfociare nell’insufficienza cardia- 
ca. 

È evidente che l’ipertrofia fisiologica e patologi- 
ca hanno caratteristiche morfo-funzionali distinte e 
sono indotte da differenti agonisti; tuttavia non de- 
vono essere considerate rappresentative di due di- 
stinti fenotipi del cardiomiocita in quanto rappre- 
sentano due situazioni estreme di un diverso grado 
di plasticità del muscolo cardiaco. 

L’insufficienza cardiaca che configura una con- 
dizione clinica dove l’attività di pompa del cuore 
non è in grado di soddisfare le richieste metaboliche 
dei tessuti, si può ottenere nel cuore con ipertrofia 
patologica in seguito alla progressiva comparsa ed 
azione di stimoli neuro-endocrini che inducono l’e- 
spressione di geni pro-apoptotici. 

Da un punto di vista istologico nel cuore insuffi- 
ciente sono evidenti, oltre all’aumento di massa del 
cardiomiocita, anche un disallineamento delle fi- 
brocellule che riduce l’efficienza della contrazione, 
e la presenza di apoptosi cellulare. Inoltre aumenta 
il numero di fibroblasti e di altre cellule di origine 
vascolare e di conseguenza si produce un elevato 
deposito di proteine extracellulari (fibrosi) e si in- 
nesca l’angiogenesi. 

In termini biochimici sono evidenti importanti 
cambiamenti a livello trascrizionale con sintesi di 
miofibrille a minore efficienza contrattile e di pro- 
teine del citoscheletro inadatte a conservare l’inte- 
grità cardiaca. E importante ricordare a questo ri- 
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Stimolo fisiologico — Stimolo patologico 
(Sviluppo post-natale, esercizio (Stato ipertensivo, sovraccarico 
continuativo, allenamento) da insufficienza valvolare) 
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Figura 26.33 Rappresentazione schematica delle cascate di “signaling” che portano all'aumento 
della biosintesi proteica nel miocardio, e quindi all’ipertrofia 


Nelle condizioni di ipertrofia fisiologica la via di “signaling” seguita è quella che utilizza un recettore dimerico a tiro- 
sina-chinasi, la PI-3K chinasi e porta all'attivazione di mTOR, e quindi di S6Ks. Nelle condizioni di ipertrofia patolo- 
gica la via di “signaling” coinvolta utilizza un recettore a 7 segmenti transmembrana associato a proteina G trimeri- 
ca e fosfolipasi C, con attivazione finale di PKC, MAPK, ERK, JNK e NFAT. Esistono connessioni ancora da chiarire 
fra le due vie di “signaling” a livello della proteina G trimerica e PI3K, del PIP, e della glicogeno sintetasi chinasi 
(GSK-3). La GSK-3 ha effetto inibente la biosintesi delle proteine muscolari.©= inibizione. 


guardo che anche le alterazioni genetiche di queste giotensina, nonché l’innesco della fibrosi, e che fa- 

proteine del citoscheletro possono produrre cardio-  voriscono l’omeostasi del Ca?*, fanno parte del ba- 

miopatie con insufficienza contrattile. gaglio terapeutico che consente di contrastare effi- 
Lo stato di insufficienza contrattile è provocato cacemente l'evoluzione dell’ipertrofia patologica 

anche dallo squilibrio dei meccanismi responsabili verso la condizione di insufficienza cardiaca. 

dell’omeostasi del Ca?* intracellulare, come conse- 

guenza di una ridotta espressione ed attività della 

Ca?*-ATP asi del reticolo sarcoplasmico (SERCA 

e del canale recettore della di mar pa TESSUTO MUSCOLARE LISCIO 


meccanismi di ingresso del Ca°* mediati dalle cate- i 
colamine. Gli aspetti biochimici del tessuto muscolare li- 


I farmaci che riducono nel cuore le stimolazioni scio sono trattati nel Capitolo “Biochimica del tes- 
da parte del sistema adrenergico e della renina-an- suto vascolare”. 


812 *@ Biochimica dei sistemi contrattili 
BIBLIOGRAFIA 


1. Randle J.J. (1976) - Regulation of glycolysis and pyruvate 
oxidation in cardiac muscle. In Cardiac Metabolism. Suppl. 
1, Circ. Res., 38: 1. 


2. Rovetto M.J. e Neely J.R. (1977) - Carbohydrate metabo- 
lism during ischemia. In: Rovetto J. (ed.), Pathophysiology 
and Therapeutics of Myocardial Ischemia. Spectrum Publ., 
p. 169. 

3. Williamson J.R., Steenberger C., Rich T., Deleeuw G., 
Barlow C. e Change B. (1977) - The nature of ischemic in- 
jury in cardiac tissue. In: Pathophysiology and Therapeutics 


of Myocardial Ischemia. Rovetto J. (ed.), Spectrum Publ., p. 
193. 


4. Vary T.C. Reibel D.K. e Neely J.R. (1981) - Control of 
energy metabolism of heart muscle. Ann. Rev. Physiol., 43: 
419. 

5. McArdle V., Katch F.L. e Katch V.L. (1981) - Exercise 
Physiology: energy, nutrition and human performance. Lea 
and Febiger, Philadelphia. 

6. Drake-Holland A.J. e Noble M.I.M. (1983) - Cardiac 
Metabolism. John Wiley and Sons, Chichester, New York. 

7. Siliprandi N. (1983) - Ruolo della carnitina nella nutrizione 
e nel metabolismo normale e patologico. Fed. Med., 
XXXVI: 724. 

8. Benzi G., Packer L. e Siliprandi N. (1986) - Biochemistry of 
physical exercise. Elsevier, Amsterdam. 


9. Cooke R. (1986) - The mechanism of muscle contration. 
CRC Critical Rev. Biochem. 21:, 53:118. 


10.Saito A. et al. (1988) - Ultrastructure of the calcium release 
channel of sarcoplasmic reticulum J. Cell Biol., 107: 211. 


11.Fleischer S., and Inui M., (1989) - Biochemistry and 
Biophysics of excitation-contraction coupling. Ann. Rev. 
Biophys. Chem., 18: 33. 


12.Allen B. and Walsh M., (1994) - The biochemical basis of 
the regulation of smooth muscle contraction. Trends 
Biochem. Sc.: 19:, 362: 368. 


13.Farah C. and Reinach F. (1995) - The troponin complex and 
regulation of muscle contraction. The FASEB J. 9: 755. 

14.Labeit S. and Kolmerer B. (1995) - Titins: giant proteins in 
charge of muscle ultrastructure and elasticity. Science 270: 
293, 


15.Worton R. (1995) -Muscolar dystrophies: diseases of the 
dystrophin-glycoprotein complex. Science 270: 755. 


16.Astumian R.D. and Bier M. (1996) - Mechanochemical co- 
upling of the motion of molecular motors to ATP hydrolysis. 
Biophys. J. 70: 637. 


17.Boyer P.D. (1997) - The ATP synthase: a splendid molecu- 
lar machine. Ann. Rev. Biochem. 66: 717. 


18 Dorn G.W. (2007) — The fuzzy logic of physiological car- 
diac hypertrophy. Hypertension 49: 962. 


22° | Biochimica del sangue 


} i (a cura di C. Balduini) 





Introduzione 

Il plasma 

Proteine plasmatiche: Funzione delle proteine plasmatiche: proteine di tra- 
sporto, proteine implicate nei fenomeni immunitari, proteine implicate nei 
processi infiammatori acuti, proteine ad attività enzimatica, proteine ormona- 
li, proteine con funzioni particolari, proteine ad attività antiprotesica - 
Biosintesi e turnover delle proteine plasmatiche - Elettroliti plasmatici - Altri 
componenti del plasma 

Le cellule del sangue 

I globuli rossi o eritrociti - Membrana eritrocitaria - Metabolismo degli eri- 
trociti: Glicolisi: formazione dell’ATP e suo utilizzo, formazione del 2,3-bisfo- 
sfoglicerato, ciclo dei pentoso fosfati: funzione del NADPH e del glutatione ri- 
dotto - | gruppi sanguigni - Eritropoiesi 

Le piastrine e la coagulazione del sangue - Funzione delle piastrine - 
Adesione, attivazione e aggregazione piastrinica - Endoperossidi, prostaci- 
cline, prostaglandine e trombossani svolgono un ruolo chiave nei processi di 
aggregazione delle piastrine - Formazione del coagulo permanente - 
Fibrinolisi del coagulo | 
I leucociti - Funzione dei leucociti - Penetrazione nei tessuti e raggiungi- 
mento dei focolai di infezione - Meccanismi dell’attività antibatterica — 





INTRODUZIONE 


Il sangue è costituito da una porzione liquida (i/ p/asma) nella quale sono sospese 
le “cellule del sangue”: i globuli rossi o eritrociti, i globuli bianchi o leucociti e le pia- 
strine o trombociti. Il plasma, che costituisce nell’uomo circa il 55% del volume ema- 
tico (il 59% nei soggetti femminili) può essere separato dalle cellule (costituenti il re- 
stante 45 o 41%) mediante centrifugazione del sangue reso incoagulabile. La percen- 
tuale del volume ematico occupato dalle cellule ematiche, opportunamente sedimen- 
tate, è chiamato valore ematocrito. Il volume totale del sangue e del plasma è rispet- 
tivamente di circa 85 ml e 45 ml/kg di peso. Il siero si ottiene lasciando coagulare il 
sangue o il plasma: si forma una massa gelatinosa che a poco a poco si coarta spre- 
mendo fuori il siero. Il siero ematico si differenzia dal plasma per la mancanza di fat- 
tori della coagulazione, fondamentalmente del fibrinogeno, il quale si trasforma in una 
massa fibrosa, la fibrina, durante il processo di coagulazione. Il sangue è reso incoa- 
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“idv. o_o“... eee 
Concentrazione, peso molecolare e sigle delle principali proteine plasmatiche elencate seguendo l'ordine di mi- 
grazione elettroforetica a pH 8.6. 





| 





; x | Valori normali 
Proteina P.M. (kDa) (9/100 ml) — 
Pre-albumina (proteina trasportante la tiroxina, TBPA) | 56,0 0,05-0,07 
Albumina 69,0 3,50-5,00 
0;-Globuline (totali) i 0,06-0,39 
e Fattori della coagulazione VII, XII, XIII; precallicreina; chininogeno (HMWK) 
e Transcortina (CBG) 55,7 
\® &j-Glicoproteina acida (orosomucoide) 40,0 
e Antitripsina (0;-AT) 54,0 
e Fattori della coagulazione IX, X, Il 
e Globulina legante la tiroxina (TBG) 54,0 
\@ Transcortina 557 
e Transcobalamina | (TC-1) | 65,0 
e a-Fetoproteina 64,0 
\® Antigene carcino-embrionale (CEA) [5290051 
 (2-Globuline (totali) I 0,28-0,74 
e Proteina legante il retinolo (RBP) 30,0 | 
\® Proteine leganti la Vit. D (VDBP) 51,0 
e Aptoglobine (Hp) 100-400 
® Ceruloplasmina 150,0 
e Colinesterasi 348,0 
e c2-Macroglobulina 725,0 
e Antiplasmina, antitrombina (AT-IlI) 


e Lipoproteine HDL 200-400 
\@ Alcuni fattori del complemento | 
et se Lei ER MRI n | ARA 








B1-Globuline | 0,25-0,45 
e Fattori della coagulazione V, VIII, fvW; plasminogeno 

\® Transcobalamina Il (TC-II) 54,0 

e Emopexina (Hpx) 60,0 

e Proteina C reattiva (CRP) 62,0 

® Proteina legante gli ormoni sessuali (SHBG) 65,0 

\@ Transferrina TALE 

e Fibronectina 440,0 

e Lipoproteine LDL (e VLDL) 2000-10000 

B,-Globuline (totali) 0,44-0,80 
® Fattore della coagulazione XI 

e Fibrinogeno 340,0 0,30-0,40 
e Proteina S | 62,0 

e Alcuni fattori del complemento 

\@ B2-Microglobulina 12,0 

Y-Globuline 0,80-2,0 

© |gA 64,0 0,15-0,35 
e IgG SS 0,65-1,65 
e IgM 70,0 0,08-0,18 
e IgD 18,0 circa 0,003 
Post Y-Globuline | 

e Lisozima 14,0 





gulabile per aggiunta di chelanti del Ca?* (acido eti- 
lendiamminotetracetico-EDTA-; ossalato; citrato), 
o di eparina. 


IL PLASMA 


Il plasma è costituito per il 90% da acqua e per 
il 10% circa da soluti; fra questi le proteine (6,3-7,8 
2/100 ml), sali inorganici (1,0-1,2 g/100 ml) e com- 
posti organici di varia natura (1-1,5 g/100 ml). 


Proteine plasmatiche 


Il plasma contiene più di un centinaio di protei- 
ne (proteine semplici, glicoproteine, lipoproteine), 
le più abbondanti delle quali sono elencate, con le 
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relative quantità, pesi molecolari ed eventuali sigle 
nella Tabella 27.I. 

A scopo diagnostico le proteine del plasma (0 
del siero) vengono separate e determinate mediante 
elettroforesi su lastrine di gel di acetato di cellulosa 
o di agarosio, oppure su colonne capillari, a pH 8,0, 
Questo pH è superiore al loro pl, per cui tutte le 
proteine assumono carica negativa e migrano Verso 
l’anodo. Un esempio di separazione delle proteine 
sieriche e plasmatiche per elettroforesi capillare è 
illustrato nella Figura 27.1. Come facilmente osser- 
vabile la migrazione più veloce è quella della prea/- 
bumina seguita dalla a/bumina, in virtù del maggior 
numero di cariche negative presenti e della massa 
molecolare, più piccola. Seguono nell’ordine le g/o- 
buline a), x, Bi, Bo € Y; ciascuna delle bande otte- 
nute contiene un numero più o meno elevato di dif- 
ferenti proteine. 
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Figura 27.1 Separazione delle proteine del plasma e del siero, per elettroforesi capillare 
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È anche riportato un esempio di profilo elettroforetico di una variante genetica dell’albumina (senza anomalie funzio- 
nali) e un esempio di componente monoclonale g-globulinico (patologico). Il valore percentuale di ciascuna frazione 
proteica è ricavato valutando l’area corrispondente alla singola frazione rispetto all'area totale. (Resa cortesemente 
disponibile dal Prof. C. Franzini). 
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Tabella 27.II 





Le proteine plasmatiche con il maggior contenuto di carboidrati (glicoproteine). 





Da notare le presenza nel tracciato plasmatico e 
non in quello sierico del fibrinogeno (fattore I della 
coagulazione), di gran lunga il più abbondante fra i 
fattori proteici della coagulazione, in corrisponden- 
za della frazione },-g/obulinica. Le proteine pla- 
smatiche contenute nelle frazioni globuliniche sono 
quasi tutte glicoproteine; citiamo in particolare 
quelle dei sistemi della coagulazione e della fibri- 
nolisi, le immunoglobuline e molte proteine del 
complemento, come pure gli ormoni pre-ipofisari 
organotropici. Le più abbondanti glicoproteine del 
siero sono elencate nella Tabella 27.II. 


Funzione delle proteine 
plasmatiche 


Le principali funzioni delle proteine plasmatiche 
sono riportate nella Tabella 27.III. Esse comprendo- 
no: il trasporto di molecole e ioni, la funzione im- 
munitaria, anti-infiammatoria, enzimatica, ormona- 
le, nonché altre funzioni particolari. 


Proteine di trasporto 


Prealbumina. La prealbumina, tetramero costi- 
tuito da 4 subunità identiche ciascuna di PM 
14.000, funge primariamente da proteina di tra- 
sporto per la tiroxina. 

Albumina. L’albumina è la più abbondante pro- 
teina del plasma (55% del totale), presente nella 
concentrazione di 3,5-4,5 g/100 ml; è una proteina 


semplice di forma elissoidale, poco viscosa, forma- 
ta da una unica catena polipeptidica di massa mole- 
colare 69 kDa contenente 9 domini, 17 ponti disol- 
furo e 5-6 tasche idrofobiche. Essa è biosintetizzata 
dal fegato nella forma di pre-a/bumina; dapprima 
avviene il distacco di un peptide-segnale N-termi- 
nale a livello del reticolo endoplasmatico rugoso, e 
poi quello di un esapeptide sempre in corrisponden- 
za del terminale amminico, lungo la via secretoria 
verso il sangue. L’albumina, grazie all’elevata con- 
centrazione e alla presenza di molte cariche negati- 
ve per molecola a pH 7,4, è la principale responsa- 
bile della pressione oncotica del plasma (la quota 
della pressione osmotica sostenuta dalle proteine 
plasmatiche, circa 25 mm di Hg sui 37 totali) e 
quindi del riassorbimento di acqua a livello del ca- 
pillare venoso. Questa proprietà ha un ruolo fonda- 
mentale nel controllo degli scambi idrici fra capilla- 
ri e liquido interstiziale. E per questa ragione che 
quando la concentrazione di albumina nel plasma 
diminuisce si ha edema, cioè accumulo di acqua ne- 
gli spazi interstiziali. Una diminuzione di albumina 
plasmatica può essere causata da insufficiente sinte- 
si nel fegato, come si verifica nella cirrosi epatica 0 
nella malnutrizione proteica (Kwashiorkor), o per 
eccessiva eliminazione con le urine causata da alte- 
razioni del “filtro glomerulare”, come si verifica 
nelle g/lomeruloneftriti. 

In condizioni normali vengono sintetizzati circa 
15 g di albumina al giorno e la sua vita media è di 
circa 20 giorni. Grazie all’abbondanza delle cariche 
negative superficiali l’albumina può legare reversi- 
bilmente anioni quali Ca?*, Ni?*, Zn?* mentre la 
presenza delle tasche idrofobiche le consente di tra- 
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Tabella 27.III 


Principali funzioni delle proteine presenti nel plasma, 
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RES pan Ligando 0 molecola trasportata 
Tipo di funzione Proteina plasmatica (perla fonzione di to) 
Trasporto di ioni e molecole | Prealbumina Tiroxina 


Albumina 


Ceruloplasmina 
Transferrina 

| Transcortina 

| Aptoglobine 


Lipoproteine (chilomicroni, VLDL, HDL, 


LDL) 


o;-globulina legante gli ormoni tiroidei 


Emopexina 
Transcobalamina |, II, Ill 


Proteina legante il retinolo 
Globulina legante gli ormoni sessuali 


Difese immunitarie 


B;-Microglobulina 


loni: Ca?+*, Cu?*, Zn?*; 
| bilirubina; acidi grassi liberi; alcuni 
farmaci; alcuni ormoni steroidei e 
loro metaboliti. 

Cu$ 

Ferro 

Cortisolo 

Emoglobina extraeritrocitaria 
Trigliceridi, colesterolo, colesterolo 
esterificato 

Tiroxina e triiodotironina 

Eme libero 

Vitamina B2 

Retinolo 

Testosterone; estradiolo 


i y-Globuline (immunoglobuline) 
Proteine del complemento 





| Proteina C reattiva 
o;-Glicoproteina acida 


| Risposta infiammatoria 
| (fase acuta) 


c-antitripsina, fibrinogeno 





Funzione ormonale 


Eritropoietina; ormoni ipofisari organotro- 


| pici;insulina; glucagone; leptina; angio- 
' tensina; ormone natriuretico atriale; pepti- 
de natriuretico cerebrale (BNP), ecc. 


psuvtcne Start crt i en az rsa i LI 
Funzione enzimatica (o di|Molti fattori della coagulazione e della fi- 
| brinolisi; renina; colinesterasi; enzimi (o re- 


regolazione di enzimi) 


golatori di enzimi) rilasciati da cellule e tes- 
suti (enzimi della membrana plasmatica; 
enzimi citosolici; enzimi lisosomiali; enzimi 
mitocondriali); enzimi di secrezione; tropo- 


nine; mioglobina. 


Emostasi 


| Fibrinogeno; fattori della coagulazione e 


| della fibrinolisi ad azione non 


| enzimatica 





Azione antiproteasica 


o -Antitripsina; c9-Macroglobulina; 


0-Antiplasmina; Antitrombina III 
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sportare in circolo, rendendole solubili, molecole 
idrofobiche fisiologiche (acidi grassi, bilirubina, 
triptofano, ormoni steroidei), o esogene, quali talu- 
ni farmaci (sulfamidici, aspirina, salicilati, penicil- 
lina, dicumarolo) per poi rilasciarle in periferia. Da 
qui il ruolo di trasportatore dell’albumina. 
Globuline. Tra le globuline con funzioni di tra- 


sporto si annoverano: la proteina di trasporto del re- 
tinolo ((“retinol binding protein”, RBP); la globuli- 
na di trasporto del cortisolo (‘“cortiso/ binding glo- 
bulin”, CBG), o transcortina; la globulina legante 
gli ormoni sessuali (‘sexual hormones binding glo- 
bulins”, SHBG); le transcobalamine (le TCI e TCII, 
secrete dai granulociti, e la TCIII, secreta da epato- 
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citi, macrofagi, cellule endoteliali, eritrociti e fibro- 
blasti) le quali trasportano vit. B;; la #ransferrina, 
una p,-globulina glicosilata sintetizzata dal fegato, 
il cul compito è di trasportare il ferro assorbito con 
la dieta o dismesso dalla milza, verso le sedi di uti- 
lizzo quali il fegato e il midollo osseo, sede dell’e- 
mopoiesi; le aptoglobine formate da 2 coppie di ca- 
tene (0. e PB) unite da ponti disolfuro, che legano 
in rapporto di 1:1 dimeri ap di ossiemoglobina i 
quali possono ritrovarsi nel plasma in seguito ad 
eventi emolitici intravasali (il complesso aptoglobi- 
na-emoglobina, di PM 310.000 non passa nell’ul- 
trafiltrato renale e viene celermente rimosso dal 
sangue da parte dei macrofagi); l’emopexina (Hpx), 
una fi -globulina che si combina con l’eme rilascia- 
to da emoglobina libera nel sangue; la cerulopla- 
smina, contenente $ siti di legame per il rame 
(Cu?*), che possiede di per sé attività enzimatica di 
tipo ossidasico: ha il compito di facilitare l’assorbi- 
mento gastrointestinale del ferro, e svolge un ruolo 
primario nel metabolismo del rame costituendone 
una riserva: basse concentrazioni di ceruloplasmina 
(<200 mg/l di plasma) sono associate al morbo di 
Wilson, causato da un deficit geneticamente deter- 
minato di una ATP-asi Cu?* dipendente e caratteriz- 
zato da depositi di rame nei tessuti, particolarmente 
nel cervello, con danni gravi ed esito letale; le /jpo- 
proteine (chilomicroni, VLDL, IDL, LDL, HDL) 
addette al trasporto ematico di trigliceridi, coleste- 
rolo esterificato e non esterificato. Per dettagli vedi 
il Capitolo “Metabolismo dei lipidi”. 


Proteine implicate nei fenomeni 
immunitari 


Immunoglobuline (Y-globuline). Sono prodotte 
dai linfociti B in seguito a stimolo da parte di spe- 
cifici antigeni, nell’ambito del meccanismo della 
reazione immunitaria a insulti solitamente esterni. 
Sono già state descritte in precedenza (vedi Capitoli 
“Proteine” e “Biosintesi delle proteine”). 


Sistema del complemento. Si tratta di una venti- 
na di proteine, indicate con le sigle C (da C, a Cy) 
B, De P, termolabili oltre i 56°C. Tali proteine so- 
no normalmente presenti allo stato inattivo. In pre- 
senza di stimoli vari derivanti dalla esposizione ad 
antigeni batterici vengono attivate con un meccani- 
smo di proteolisi che determina l’interazione tra di- 
versi componenti del sistema. Il complesso che si 
forma si attacca alla membrana batterica e determi- 
na la formazione di un poro, la lisi delle cellule e la 
formazione di peptidi che concorrono allo sviluppo 
di eventi correlati con il processo infiammatorio, 
quali la fagocitosi e la chemiotassi. Il sistema del 


complemento interagisce anche con i complessi an- 
tigene-anticorpo determinandone la frammentazio- 
ne proteolitica e la conseguente rimozione. 


Proteine implicate nei processi 
infiammatori acuti 


Fanno parte di questo gruppo la proteina C-reat- 
tiva (CRP), l’a;-antitripsina, l’aptoglobina e il fi- 
brinogeno. La concentazione plasmatica di queste 
proteine si innalza (fino a 1000 volte per la CRP) in 
caso di processi infiammatori acuti, ma anche in 
processi cronici e tumorali. Lo stimolo epatico alla 
sintesi di queste proteine è esercitato dalle in/er/ewy- 
chine (in particolare IL-1 e IL-6). Si ritiene che le 
proteine della fase acuta abbiano un ruolo nella ri- 
sposta infiammatoria a danni tissutali o infezioni; la 
CRP in particolare, che costituisce il principale 
componente di questo processo, è coinvolta nel le- 
game di sostanze estranee all’organismo, quali fo- 
sfolipidi e polisaccaridi, e nella attivazione del 
complemento. È interessante segnalare che aumen- 
ti di questa proteina si verificano anche in caso di 
infiammazioni croniche associate per esempio ad 
aumentato rischio cardio-vascolare. 


Proteine ad attività enzimatica 


SI possono suddividere in tre gruppi: 

1) Enzimi la cui azione si svolge propriamente 
nel sangue, quali gli enzimi della coagulazione, del- 
la fibrinolisi, della regolazione della pressione (si- 
stema renina-angiotensina). Sono sintetizzati in al- 
tri organi e secreti nel sangue nella forma di pro-en- 
zimi inattivi (che vengono attivati in particolari 
condizioni) oppure di enzimi attivi (ad esempio la 
renina di origine renale, e la colinesterasi di origi- 
ne epatica). 

2) Enzimi secreti dalle ghiandole esocrine (pan- 
creas, prostata, mucosa gastrica ed intestinale, 
ghiandole lacrimali), di solito presenti in quantità 
molto piccole. Una menzione particolare merita il 
lisozima (costituito da una unica catena di 129 ami- 
noacidi) (PM 14.000), secreto dalle ghiandole sali- 
vari e lacrimali nonché dai leucociti neutrofili. Il li- 
sozima fu il primo enzima di cui fu stabilita (nel 
1965) la struttura cristallina: lo studio dei comples- 
s1 fra lisozima e inibitori competitivi fornì le prime 
informazioni sul meccanismo della catalisi enzima- 
tica. Il lisozima catalizza l’idrolisi del legame f}-gli- 
cosidico fra il C; dell’acido N-acetilmuramico e 
l’N-acetilglucosammina presente nei polisaccaridi 


della capsula batterica: da qui la sua azione batteri- 
cida. 





LISOZIMA 
CHs0H Lu CHs0H Ui-ziana 
O 
O NOH H 
H 
H È 
null 
CHg 


3) Enzimi tissutali, normalmente secreti nel san- 
gue (per esempio la colinesterasi, di origine epati- 
ca) o derivati dal disfacimento postnecrotico 0 
apoptotico fisiologico di varie cellule (enzimi liso- 
somiali, mitocondriali, di membrana cellulare, cito- 
solubili, ecc.). 

Molti di questi enzimi, il cui contenuto nel siero 
può aumentare anche di decine o centinaia di volte 
a seguito di affezioni patologiche di organi o tessu- 
ti, possono acquisire un importantissimo significato 
diagnostico (lattato-deidrogenasi, creatina-chinasi, 
transaminasi, y-glutammiltransferasi, amminopepti- 
dasi, carbossipeptidasi, amilasi, lipasi, fosfatasi, 
ecc.) Quando dell’aumento è responsabile una spe- 
cifica isoforma tipica di un organo o tessuto (quale 
miocardio, muscolo scheletrico, fegato, pancreas, 
prostata, ecc.) il riscontro assume il significato, 
estremamente rilevante, di “indicatore” di lesione 
organo-specifica. 

In questo gruppo di proteine si possono include- 
re regolatori enzimatici quali le roponine e partico- 
lari ligandi quali la mioglobina: l’elevazione dei lo- 
ro livelli nel siero ha assunto un significato molto 
rilevante nella diagnostica precoce di infarto mio- 
cardico. 


Proteine ormonali 


Tutti gli ormoni, inclusi quelli di natura peptidi- 
ca, vengono immessi in circolo dagli organi produt- 
tori e trasportati per via ematica ai tessuti e alle cel- 
lule bersaglio. Per i dettagli si veda il capitolo 
“Biochimica degli ormoni”. 


Proteine con funzioni particolari 


Crioglobuline. Sono un insieme eterogeneo di 
proteine plasmatiche che precipitano a temperatura 
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fra 0 e 22°C e si ridissolvono a 3 /( 
immunoglobuline, componenti del fibrinogeno, fi 

bronectina (che viene anche incorporata nel congu 

lo di fibrina), ecc. Si classificano In tre sottogruppi 

di tipo I, costituito da singole immunoglobuline 
monoclonali; di tipo II e III (0 misti), costituite da 
due immunoglobuline una policlonale e l’altra mo 

noclonale, con associati componenti di altra natura, 
Le crioglobuline aumentano nel plasma in molte si 

tuazioni patologiche di tipo tumorale (mieloma 
multiplo, leucemia linfocitica cronica), infettivo 
(epatite cronica, endocardite batterica, virosi) dege- 
nerativo (alcune collagenopatie), o essenziale (ma- 
croglobulinemia di Waldenstrom, crioglobulinemia 
essenziale). 


( omprendono 


pr Microglobulina. È una proteina a basso peso 
molecolare (10.000); la sua concentrazione aumen- 
ta nel plasma nel mieloma multipo, nell’insufficien- 
za renale, e in alcune neoplasie. Nell’insufficienza 
renale e in alcune tubulopatie congenite la Po- 
Microglobulina può essere escreta a livello renale. 


Orosomucoide. Chiamata anche 0.-glicoprotei- 
na acida è la proteina plasmatica più ricca di car- 
boidrati. Sintetizzata dal fegato, è costituita da 181 
amminoacidi. La sua concentrazione nel plasma au- 
menta in molte forme infiammatorie, in vari tumori 
e nella gravidanza. 


o-Fetoproteina. è una proteina simile all’albu- 
mina, contenuta ad elevata concentrazione nel pla- 
sma fetale. La sua concentrazione diminuisce dra- 
sticamente alla nascita (10 ug/100 ml nel plasma 
dell’adulto). Il dosaggio di questa proteina può ave- 
re un significato diagnostico importante: a) nella 
spina bifida ed in altre malformazioni della colonna 
vertebrale del feto l’a-fetoproteina fuoriesce nel li- 
quido amniotico; il suo riscontro in questo liquido 
ed a volte anche nel sangue materno, consente la 
diagnosi prenatale di spina bifida; b) un aumento di 
o-fetoproteina nell’adulto si verifica nell’epatoma 
primario e in altre malattie tumorali del fegato. 


Proteine ad attività antiproteasica 


0;-Antitripsina. Già ricordata tra le proteine 
della fase acuta, viene prodotta dal fegato e dai ma- 
crofagi e ha la funzione di inibire le serina—protea- 
si quali elastasi e tripsina. 

La carenza su base genetica di questa proteina 
può determinare enfisema polmonare in seguito ai 
danni proteolitici prodotti a livello polmonare. 
Questa situazione può essere aggravata dal fumo di 
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sigaretta che induce l’ossidazione di una metionina 
dell’. -antitripsina a metionina solfossido, impe- 
dendo in tal modo il legame e l’inibizione della ela- 
stasi. Un deficit di oj-antitripsina è anche alla base 
di una grave patologia epatica che dà origine a cir- 
rosi. 


or Macroglobulina. È una glicoproteina costi- 
tuita da 4 subunità uguali ciascuna di PM 180.000. 
Inibisce numerose proteasi (tripsina, plasmina, 
trombina, chimotripsina, callicreina). Questa pro- 
teina è inoltre coinvolta nel trasporto dello zinco e 
di numerose citochine. 


Biosintesi e turnover delle proteine 
plasmatiche 


Con l’eccezione delle immunoglobuline, che 
vengono sintetizzate nelle cellule ematiche del si- 
stema reticolo-endoteliale (e quindi per oltre 1°’80% 
in sede extraepatica), degli ormoni proteici, di pro- 
teine presenti in piccolissime quantità, e delle pro- 
teine che derivano dalla distruzione di cellule diver- 
se, le proteine del plasma sono sintetizzate nel fega- 
to. La sintesi dell’albumina e del fibrinogeno è par- 
ticolarmente rapida; infatti la completa sostituzione 
del fibrinogeno ematico avviene nell’arco di sole 5- 
6 ore ed il turnover giornaliero dell’albumina è di 
circa il 25%. La sede epatica della sintesi delle pro- 
teine plasmatiche spiega la diminuzione del livello 
plasmatico di albumina e di fibrinogeno nella cir- 
rosi epatica o in seguito ad epatectomia. 
Ovviamente anche la dieta contribuisce primaria- 
mente alla sintesi delle proteine del plasma, tanto 
che una carenza nutrizionale di amminoacidi si ac- 
compagna, fra l’altro, ad una minore resistenza alle 
infezioni, per deficienza delle proteine immunitarie. 
L’albumina plasmatica costituisce una importante 
riserva di amminoacidi per l’organismo; si presume 
che questa proteina possa penetrare nelle cellule dei 
vari tessuti, per essere idrolizzata negli amminoaci- 
di costituenti che vengono a loro volta utilizzati per 
le esigenze biosintetiche delle cellule stesse. 

Il breve turnover delle proteine plasmatiche (in 
media 10 giorni di emivita) implica una elevata ve- 
locità di degradazione. 


Elettroliti plasmatici 


Nella Tabella 27.IV viene riportata la composi- 
zione in elettroliti del plasma e del liquido extra- ed 
intracellulare del muscolo dell’uomo. 


Tabella 27-IV 


Concentrazione (mEq/L) di elettroliti nel plasma e nei 


liquidi extra- ed intracellulari di un vomo normale 
adulto. 


organici 
Proteine 
Totale 





Nel suo insieme la concentrazione salina del pla- 
sma, che varia di poco nei diversi mammiferi, è 
molto simile a quella dell’acqua marina, tanto che 
dividendo per 3,8 la concentrazione di elettroliti di 
questa si ottiene quella del plasma. Questa somi- 
glianza costituisce il fondamento principale della 
ipotesi dell’origine della vita nell’acqua del mare. 
Fanno eccezione i Mg”*, la concentrazione dei qua- 
li è molto più elevata nell’acqua marina. 

Si può osservare che gli ioni prevalenti nel pla- 
sma e nei liquidi extracellulari sono Na* e CI. Nel 
liquido intracellulare i cationi prevalenti sono i K* 
(nei globuli rossi umani la loro concentrazione è di 
136 mEg/litro). Questa differente concentrazione 
fra Na* e K* fuori e dentro i globuli rossi è dovuta 
alla attività della “pompa Na'/K*”. 

La concentrazione degli elettroliti plasmatici è 
regolata da complessi meccanismi correlati con la 
distribuzione dell’acqua nei diversi compartimenti 
dell’organismo. Le concentrazioni possono variare 
in seguito a eventi che comportano la perdita di spe- 
cifici liquidi corporei; ad esempio una eccessiva su- 
dorazione comporta la perdita di acqua con un con- 
tenuto di sodio più basso rispetto al plasma e un 
contenuto di potassio più alto. Questo pertanto de- 
termina un aumento della concentrazione del sodio 
plasmatico e una diminuzione della concentrazione 
del potassio. All’opposto la perdita in seguito a 
diarrea profusa di fluidi intestinali, che hanno un 





contenuto di sodio simile al plasma e una alta con- 
centrazione di potassio, si traduce in disidratazione 
senza variazione della concentrazione plasmatica di 
sodio, ma con una significativa ipopotassiemia. 

La concentrazione di Na* e K inoltre può varia- 
re in numerose situazioni patologiche. 

Ipernatriemia ad esempio si può verificare in ca- 
so di malattie renali che determinano una ritenzione 
di sodio per diminuita filtrazione glomerulare o per 
aumentato riassorbimento tubulare. 

Anche l’insufficiente perfusione renale indotta da 
ipotensione acuta determina aumento della concen- 
trazione plasmatica di Na associata ad un aumento 
della concentrazione di CI". Una patologia endocrina 
che determina ipernatriemia è l’ jperaldosteronismo 
che provoca aumento del riassorbimento tubulare di 
Na* e diminuzione del riassorbimento di K°. 
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Ipernatriemia si può manifestare soprattutto ne- 
gli anziani in conseguenza della ridotta assunzione 
di acqua, della compromissione del meccanismo 
della sete e dell’uso di diuretici. Il diabete insipido 
ipofisario dovuto a difetto di ADH può accompa- 
gnarsi a ipernatriemia solo quando non si verifica 
una adeguata somministrazione di acqua, 

Iponatriemia si può manifestare in seguito a dimi» 
nuita escrezione di acqua mediata da aumentata pro» 
duzione di ADH, a insufficienza renale e cardiaca; 
anche un deficit di ormoni mineralcorticoidi e l'uso 
di diuretici possono determinare questa situazione. 

Una diminuzione di K° (ipokaliemia) si verifica 
per aumentata perdita renale che può essere dovuta 
ad iperaldosteronismo, ipercatabolismo proteico, 
disordini dell’equilibrio acido-base. 

Al contrario un aumento di K°* (iperkaliemia) si 


Tabella 27.V 


INNI SERA PERE E VOTI ERRE III il E RIO ESIGERE SSIS DL AI 
Intervalli (valori) di riferimento (o livelli normali) degli analiti plasmatici (o sierici) di più comune uso nella dia- 
gnostica di laboratorio. Essi sono presentati come riportati in un “referto “standard” di laboratorio, in cui è in- 
dicato il materiale usato per effettuare le analisi (S = siero), il risultato ottenuto (nel caso specifico su un indivi- 
duo sano di sesso femminile), e il metodo usato per effettuare le singole determinazioni. Possono inoltre essere 
aggiunti commenti e valutazioni. (Dati resi cortesemente disponibili dal Prof. P_ Bonini). 





Unità 


Valori di 


Esame Risultato di misura riferimento Metodo 
CHIMICA CLINICA 
S-glucosio 4 mg/dl 60-105 Esochinasi 
S-urea 44 mg/dl 10-50 Ureasi GLDH 
S-creatinina 0,67 mg/dL 0,50-1,10  |Picrato, cinetico 
S-bilirubina totale 0,34 mg/dl 0,10-1,00  |Diazo derivato 
S-bilirubina diretta 0,10 mg/dL 0,01-0,25  |Diazo derivato 
S-bilirubina indiretta 0,24 mg/dL 0,01-0,80 
S-sodio 140,2 mmol/L | 135,0-148,0 |ISE potenziometria INDI 
|  $S-potassio 4,09 mmol/L 3,50-5,00 . |ISE potenziometria INDI 
| S-calcio 2,24 mmol/L 2,10-2,60 | OCP-complessone 
i S-amilasi 78 U/L 28-100 PNF-maltoeptoside 
S-colinesterasi 5,66 kU/L 5,40-13,20 |Butirriltiocolina 
S-creatinchinasi 113 U/L 20-170 
S-aspartato aminotransferasi 19 U/L 5-35 IEEE 7° 
S-alanina aminotransferasi 12 U/L 6-50 IFEG@S7°E 
S-latticodeidrogenasi 318 U/L 210-425 DE6KEe: 37° 
S-proteine totali 74,5 g/L 60,0-80,0  |Biureto 
COAGULAZIONE 
Tempo di protrombina 
Secondi 10,90 
INR-International Normalized 1,01 0,90-1,18 
Ratio 
Tempo di protrombina parziale 
Secondi 29,10 
Rapporto 0,96 0,75-1,29 
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può verificare nell’insufficienza renale acuta e in 
condizioni che determinano fuoriuscita di K* dalle 
cellule. 

Sia l’aumento che la diminuzione della concen- 
trazione plasmatica di K* possono avere conse- 
guenze pericolose sulla funzionalità cardiaca; la 
ipokalemia determina alterazioni della eccitabilità 
cardiaca che si manifesta con aritmia, tachicardia, e 
ipotensione. La iperkalemia provoca aritmia, bradi- 
cardia, fibrillazione e arresto cardiaco quando la 
concentrazione di K* supera i 10 mEg/I. 


Altri componenti del plasma 


Oltre all’acqua, alle proteine e ai minerali, il pla- 
sma (o siero) contiene metaboliti di diversa origine 
tissutale o d’organo, oppure di origine esogena at- 
traverso l’alimentazione. Ne sono un esempio il 
glucosio, l’urea, l’acido urico, l’acido lattico, i cor- 
pi chetonici, ecc. Esiste un continuo scambio di me- 
taboliti fra sangue e comparti extracellulare e cellu- 


lare dell’organismo. L’efficacia dei vari sistemi di 
regolazione fa si che la concentrazione di alcuni di 
questi componenti del plasma (o siero) rifletta la 
condizione di omeostasi dell’intero organismo. Da 
qui l’importanza di conoscere l’ambito dei /ive/li 
normali, o meglio, gli ‘intervalli di riferimento” 
normali dei componenti del plasma (o siero) (i co- 
siddetti “analiti”) e di conoscere il significato infor- 
mazionale dei dati relativi a questi analiti nelle con- 
dizioni di buona salute o di malattia. Gli intervalli 
di riferimento per gli analiti plasmatici o sierici di 
più routinaria determinazione nella diagnostica di 
laboratorio sono riportati nella Tabella 27.V. 


LE CELLULE DEL SANGUE 


Come già ricordato nel sangue circolante sono 
sospesi i globuli rossi (eritrociti), i globuli bianchi 
(leucociti) e le piastrine (trombociti). Nella Tabella 
27.VI sono riportati i dati quantitativi ed alcuni altri 
parametri relativi alle cellule ematiche, come solita- 


Tabella 27.VI 


Intervalli (valori) di riferimento (o livelli normali) dei contenuti numerici di vari tipi di cellule ematiche (esame 
emocromocitometrico e formula leucocitaria) e di altri parametri eritrocitari come indicati nei referti rilasciati dai 
laboratori di analisi. | risultati riportati sono relativi a un soggetto adulto sano, di sesso femminile. (Dati resi cor- 


tesemente disponibili dal Prof. P_ Bonini). 


[IDEE CELLE 





Unità 


Valori di 





Esame Risultato di misura riferimento Metodo 
Esame emocromocitometrico 
Globuli bianchi 7,0 10?/L 4,8-10,8 Coulter 
Globuli rossi 4.57 10!2/L 4,20-5,40 | Coulter 
Emoglobina 135 g/dL 12,0-16,0 | Coulter 
Ematocrito S7#:3 % 37,0-47,0 |Coulter 
MCV (Volume Globulare 81,8 fL 81,0-99,0 | Coulter 
Medio) 
MCH (Emoglobina 279 pg/cell 27,0-34,0 |Coulter 
Corpuscolare Media) 
MCHC (Conc. Emoglobinica 33,6 g Hb/dL 31,0-36,0 |Coulter 
Corpuscolare Media) 
RDW (Ind. Distribuzione 14,5 CV % 11,5-14,5 | Coulter 
Eritrocitaria) 
Piastrine 254 10?/L 130-400 | Coulter STKS 
MPV (Volume Piastrinico Medio) 8,3 fL 7,4-10,9 
Formula leucocitaria 
Neutrofili 66,1 % 40,0-75,0 | Coulter STKS 
Linfociti 24,0 % 20,0-50,0 | Coulter STKS 
Monociti 6,3 % ZOET5S: Coulter STKS 
Eosinofili 3,0 % 1,0-6,0 Coulter STKS 
Basofili 0,6 % 0,0-2,0 Coulter STKS 
Neutrofili 4,6 107/L 
Linfociti 1,7 107/L 
Monociti 0,4 10?/L 
Eosinofili 0,2 107/L 
Basofili 0,04 107/L 





mente riportati nei referti rilasciati dai laboratori di 
analisi. Tutte le cellule ematiche originano da un 
progenitore comune, l’emocitoblasto (cellula stami- 
nale emopoietica), a seguito di un processo differen- 
ziativo in senso eritropoietico (eritrociti), /eucopoie- 
tico (granulociti o leucociti polimorfonucleati, di- 
stinti in granulociti neutrofili, eosinofili e basofili; 
monociti, che possono dare origine ai macrofagi; 
linfociti T e B di cui i B che possono evolvere in pla- 
smacellule), e rombopoietico (megacariociti, diretti 
progenitori delle piastrine). Nelle fasi iniziali del 
processo differenziativo le cellule staminali emo- 
poietiche si distinguono in /infoidi, che evolvono in 
linfociti T e B, emie/oidi, che danno origine agli eri- 
trociti, ai granulociti, ai monociti e ai megacariociti, 
da cui derivano le piastrine. 


I GLOBULI ROSSI O ERITROCITI 


Caso unico e singolare, i globuli rossi umani co- 
me quelli dei mammiferi sono cellule prive di nu- 
cleo e degli altri organelli cellulari, fra cui 1 mito- 
condri. Alla formazione dell’ ATP nei globuli rossi 
non contribuisce quindi la fosforilazione ossidativa 
mitocondriale, che nelle altre cellule costituisce la 
fonte energetica predominante. 

Gli eritrociti umani, dotati di una vita media di 
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120 giorni, hanno forma di disco biconcavo con 
diametro di 6,7-7,7 um e spessore di 1,7-2,5 pm. 
Nel loro interno i costituenti citoplasmatici sono in 
soluzione e quindi liberamente diffusibili all’ester- 
no, allorché la membrana eritrocitaria venga strut- 
turalmente alterata, o per immersione dell’eritrocita 
in un mezzo ipotonico, o per azione di agenti ten- 
sioattivi. L’emoglobina è presente all’interno del 
globulo rosso alla concentrazione 7 mM, pari a 46 
g/1, cioè al limite della sua solubilità. 


Membrana eritrocitaria 


Le più importanti proprietà fisiche degli eritroci- 
ti sono la deformabilità e la robustezza meccanica, 
che consentono loro di passare lungo capillari aven- 
ti un diametro inferiore a quello della stessa cellula. 
Queste proprietà dipendono dalle peculiari intera- 
zioni fra componenti della membrana plasmatica e 
l’apparato del membrano-scheletro. Quando, per al- 
terazioni della membrana, questa capacità di defor- 
mazione viene meno, gli eritrociti rimangono impi- 
gliati nelle maglie dei tessuti (specie milza) e ven- 
gono distrutti. Si può quindi ritenere che il manteni- 
mento della normale deformabilità della membrana 
degli eritrociti costituisca il fattore critico della loro 
vita media. 
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Figura 27.2 Sequenza amminoacidica, organizzazione strutturale nella membrana eritrocitaria, e 


componenti saccaridici della glicoforina A 
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La deformabilità ed altre proprietà chimico-fisi- 
che della membrana eritrocitaria dipendono fonda- 
mentalmente dalle peculiari interazioni tra proteine 
integrali del doppio strato lipidico e proteine perife- 
riche del membranoscheletro. Fra le proteine inte- 
grali le più importanti sono le glicoforine e la ban- 
da 3. 

La glicoforina A (Fig. 27.2) è costituita da 131 
residui di amminoacidi, con l’estremità N-termina- 
le protrudente dalla superficie esterna e quella C- 
terminale rivolta al citosol. Gli amminoacidi dal 62 
al 95, in grande prevalenza idrofobici, costituiscono 
il segmento per 2/3 ad © elica che attraversa lo 
spessore della membrana. L’estremità citosolica è 
costituita da residui di amminoacidi polari (soprat- 
tutto aspartato e glutammato); l’estremità esterna 
lega, tramite residui di serina o treonina, 14 catene 
tetrasaccaridiche (contenenti ciascuna due residui 
di acido sialico), e tramite un residuo di asparagina, 
un singolo, più complesso, oligosaccaride plurian- 
tennale arboriforme (Fig. 27.2) pure contenente aci- 
do sialico. Le porzioni glucidiche della glicoforina 
costituiscono siti di riconoscimento per ormoni 
peptidici, virus e anticorpi. La glicoforina A costi- 
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tuisce circa il 3% in peso di tutte le proteine di 
membrana (comprese quelle del membranoschele- 
tro) dell’eritrocita umano: ogni eritrocita contiene 
1.000.000 di molecole di glicoforina A (500.000 di- 
meri di glicoforina A). La g/icoforina C (150.000 
copie/cellula) è responsabile di una delle due prin- 
cipali interazioni “verticali” tra membranoscheletro 
e membrana, poiché si lega al complesso spettrina- 
actina-proteina 4.1. 

Un’altra importante proteina intrinseca è la ban- 
da 3, 0 proteina trasportatrice degli anioni (scam- 
bia con l’ambiente extraeritrocitario 1’ HCO con il 
CI), costituita da due monomeri giustapposti, con 
una principale porzione idrofobica che attraversa 14 
volte lo spessore della membrana e presenta i termi- 
nali sia aminico sia carbossilico sul versante citoso- 
lico della membrana stessa (Fig. 27.3). Oltre alla 
funzione di trasporto, la banda 3 è responsabile del- 
la principale interazione tra membranoscheletro e 
membrana, legandosi alla rete di spettrina con la 
mediazione dell’anchirina. 

La spettrina è una proteina estrinseca sottesa al- 
la superficie citosolica della membrana eritrocitaria 
(Fig. 27.3) a guisa di un reticolo ancorato da un la- 
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4.1 
Protofilamento di 
actina 

Tropomodulina 


Figura 27.3 Schema della membrana eritrocitaria che evìidenzia le principali glicoproteine dì mem- 
brane e le loro connessioni con le proteine del membranoscheletro 


3 = banda 3; 4.1 = proteina 4.1; GPA = Glicoforina A; GPC = Glicoforina C; 4.2 = proteina 4.2. 









to a proteine intrinseche della membrana, dall’altro 
a proteine filamentose citosoliche, che insieme 
compongono il membranoscheletro eritrocitario. 
Quest'ultimo comprende l’anchirina, che fa da 
ponte fra la banda 3 e la spettrina, e la proteina 4.1 
che, come ricordato, costituisce un complesso giun- 
zionale con spettrina e actina che si àncora alla 
membrana plasmatica mediante il legame con la 
glicoforina C. La spettrina è suscettibile di fosfori- 
lazione reversibile e, di conseguenza, è in grado di 
assumere rapporti modulabili con le proteine intrin- 
seche della membrana e con quelle citoplasmatiche. 
Alterazioni di questi rapporti conformazionali con 
relative alterazioni strutturali e funzionali della 
membrana sono stati individuati in alcune fra le più 
tipiche malattie eritrocitarie. 

Importanti proteine della membrana eritrocita- 
ria, anche se presenti in più piccole quantità, sono: 
(a) il trasportatore del glucosio (GLUTI) glicopro- 
teina costituita da 12 domini transmembrana, pre- 
sente in 800.000 copie per eritrocita e capace di tra- 
sportare 180 molecole di glucosio/secondo. Esso si 
identifica elettroforeticamente con la banda 4.5 
(Fig. 27.4) e consente anche il trasporto di nucleo- 
tidi (AMP, ADP, ATP), di altri saccaridi (galattosio, 
mannosio, fruttosio) e del glicerolo; (b) i/ traspor- 
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tatore dei nucleosidi con mobilità molto vicina alla 
banda 4.5; (c) i trasportatori degli amminoacidi: | 
per gli amminoacidi neutri e T per gli amminoacidi 
aromatici, entrambi non in co-trasporto con il Na’, 


e Y* per gli amminoacidi basici, ASC per alanina, 
serina e cisteina, e N per glutammina, asparagina e 
istidina, tutti in co-trasporto con il Na'; e (d) i ra- 
sportatori di ioni, ATP dipendenti: Na*, K*-ATPasi, 
Na*, H*-ATPasi, Ca?*-ATPasi. Una tecnica larga- 
mente impiegata per separare le proteine dalla 


‘membrana eritrocitaria è /a elettroforesi su gel di 


poliacrilamide-sodio dodecilsolfato (SDS-PAGE) 
effettuata sui resti (“ombre”) sedimentabili dopo 
centrifugazione degli eritrociti lisati per “shock” 
iposmotico. La rappresentazione schematica delle 
principali proteine della membrana eritrocitaria se- 
parate per SDS-PAGE è presentata nella Fig. 27.4. 


Metabolismo degli eritrociti 


Glicolisi: formazione dell’ATP e suo utilizzo. | 
globuli rossi ricavano tutto 1’ ATP di cui necessitano 
dalla glicolisi, processo che fornisce anche il 2,3-bi- 
sfosfoglicerato, necessario per il rilascio dell’O, 
dall’emoglobina. Il lattato che si forma come pro- 
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Figura 27.4 Rappresentazione schematica delle principali proteine della membrana di eritrociti 


umani dopo separazione mediante SDS-PAGE 


PAS = reagente acido periodico-Schift. 
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dotto terminale della glicolisi anaerobica, esce dai 
globuli rossi e viene utilizzato soprattutto dal fega- 
to. 

Gli equivalenti riducenti, in forma di NADPH, 
necessari per il mantenimento del ferro emoglobini- 
co allo stato ferroso e del glutatione allo stato ridot- 
to, vengono invece forniti dal ciclo dei pentoso-fo- 
sfati. Il g/ycosio, composto di partenza di entrambe 
queste vie metaboliche, costituisce quindi il sub- 
strato unico ed indispensabile per tutte le funzioni 
energetiche dell’eritrocita. 

L'ATP formato nella glicolisi viene pressoché 
interamente utilizzato per il funzionamento della 
“pompa Na'/K*”,\ ATP-asi di membrana che, a 
spese dell’ ATP che viene idrolizzato in ADP + Pi, 
promuove il trasporto contro gradiente di Na* verso 
l’esterno e di K* verso l’interno e mantiene queste 
concentrazioni differenziali dei due cationi. Poiché 
in cambio di 3 Na* che vengono esportati, vengono 
importati 2 K*, detto scambio crea un potenziale ne- 
gativo all’interno della cellula: per questo il traspor- 
to mediato dalla ATP-asi è, come già riferito in pre- 
cedente occasione, ‘‘e/lettrogenico’”. Se l’azione 
della ATP-asi Na'/K* viene inibita mediante ag- 
giunta di steroidi vegetali, quali ovabaina o digito- 
xigenina si ha ritenzione di Na* nell’eritrocita con 
diminuzione del potenziale transmembrana e rigon- 
fiamento osmotico. 


Formazione del 2,3-bisfosfoglicerato. L’altro 
prodotto correlato alla glicolisi, importante per la 
funzionalità del globulo rosso, è il 2,3-bisfosfogli- 
cerato (BPG), del quale si è ampiamente parlato nel 
Capitolo “Cromoproteine trasporatrici di ossige- 
no”. La concentrazione del BPG nel globulo rosso 
è, come quella dell’emoglobina, 5 mM, pari a 280 
milioni di molecole per eritrocita. Nell’interazione 
con l’emoglobina la molecola del BPG forma dei 
legami crociati salini fra cariche negative dei due 
gruppi fosforici e del gruppo carbossilico e le cari- 
che positive di residui di istidina e lisina delle due 
subunità f (Fig. 27.5). Questa interazione fra emo- 
globina e BPG, facilita il rilascio dell'O, dalla os- 
siemoglobina ai tessuti. 

In condizioni di anossia, quali si possono verifi- 
care ad esempio alle grandi altitudini, si ha un pro- 
cesso di adattamento che determina una intensifica- 
zione della eritropoiesi ed insieme un aumento del- 
la concentrazione eritrocitaria di BPG che nel pe- 
riodo di 24-48 ore può raggiungere la concentrazio- 
ne 7-8 mM. 

Il BPG riveste notevole importanza anche nel 
sangue utilizzato per le trasfusioni. Negli eritrociti 
conservati in un medium di glucosio e citrato a 4 
°C, la concentrazione di BPG diminuisce in pochi 
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Figura 27.5 Legami crociati elettrostatici fra 
BPG e le due catene di una molecola di emo- 
globina 





giorni fino ad un decimo del valore originale. A 
causa della elevata affinità che conseguentemente 
l’emoglobina acquista per l’O, i globuli rossi tra- 
sfusi sono pressoché inefficienti a rilasciare ossige- 
no ai tessuti. D’altro canto i globuli rossi non sono 
in grado di incorporare BPG dall’esterno (la mole- 
cola fortemente polare del BPG non è in grado di 
penetrare attraverso la membrana eritrocitaria). Si 
può tuttavia ripristinare BPG nel globulo rosso ag- 
giungendo al medium inosina, capace, a differenza 
del BPG, di penetrare entro il globulo rosso. 
Nell’eritrocita la molecola di ribosio, che si libera 
dalla inosina, può essere metabolizzata nel ciclo dei 
pentoso fosfati e successiva glicolisi e produrre 
BPG. 


Ciclo dei pentoso fosfati: funzione del NADPH 
e Ciclo del glutatione ridotto. Il NADPH prodotto 
nel ciclo dei pentoso-fosfati viene utilizzato per la 
riduzione del glutatione eritrocitario (Fig. 27.6). Il 
mantenimento del glutatione allo stato ridotto 
(GSH) è una condizione importante per la stabilità 
del globulo rosso. Infatti la ossigenazione della 
emoglobina ad ossiemoglobina è un processo a ri- 
schio, in quanto una piccola aliquota di O, anziché 
legarsi alla emoglobina per formare ossiemoglobi- 
na, sottrae un elettrone alla emoglobina per forma- 
re O,° e metaemoglobina (MetHb): 


Hb (Fe?*) + O, + MetHb (Fe3*) + 0,° 
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Figura 27.6 Funzione del NADPH e del GSH nel- 


l’eliminare il superossido O,” che si può forma- 
re nella reazione dell’Hb con l'O, 


(1) = Ossidazione catalizzata dalla glucosio-6-P- deidro- 


genasi (vedi ciclo dei pentoso fosfati); (2) = glutatione ri- 
duttasi; (3) = glutatione perossidasi; (4) = superossido 
dismutasi. 


Nelle 24 ore questo processo produce in ogni 
globulo rosso circa 10” molecole di O,°. Queste mo- 
lecole di superossido, se non tempestivamente ri- 
mosse, risulterebbero altamente lesive per la stabi- 
lità della membrana eritrocitaria. Per azione della 
superossido dismutasi gli 0° vengono trasformati 
in HO, e questa ridotta a H;0 a spese del glutatio- 
ne ridotto (GSH) (Fig. 27.6). Inoltre per l’azione 
della metaemoglobina riduttasi il NADPH ritra- 
sforma la MetHb in Hb. 

La mancanza o la insufficienza di questi proces- 
si riduttivi sostenuti dal NADPH da ragione, fra 
l’altro, della precarietà strutturale della membrana 
eritrocitaria che si ha nella deficienza ereditaria del- 
la glucosio-6-fosfato deidrogenasi. 


| gruppi sanguigni 


La superficie degli eritrociti è rivestita da un 
complesso mosaico di determinanti antigenici, co- 
stituiti da glicoproteine e glicolipidi di membrana, 
la cui specificità di gruppo è tuttavia impartita dal- 
la porzione glucidica. Nell’uomo sono stati identifi- 
cati 15 determinanti antigenici, dei quali i gruppi A, 
B, O e Rh sono clinicamente importanti. Gli oligo- 
saccaridi caratteristici dei gruppi sanguigni di tipo 
O, A e B sono i seguenti: 
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Ogni oligosaccaride è legato, con legame O-gli- 
cosidico, ad una proteina di membrana (R) (glico- 
proteina); in alcuni casi l’ancoraggio avviene su un 
ceramide (glicolipidi). Nelle urine e nel sangue 
queste strutture saccaridiche sono in forma di oligo- 
saccaridi liberi. Nell’uomo l’oligosaccaride di tipo 
O non è antigenico; lo sono invece quelli di tipo A 
e B. È sufficiente il cambiamento di un singolo re- 
siduo monosaccaridico, imposto da specifiche gli- 
cosil-trasferasi, per modificare completamente l’an- 
tigenicità. 

La presenza nel siero dei corrispondenti anticor- 
pi (agglutinine) determina l’agglutinazione degli 
eritrociti. Per esempio, la presenza nel siero di ag- 
glutinine di tipo A provocherebbe l’agglutinazione 
degli eritrociti dei soggetti di tipo A. In condizioni 
fisiologiche, tuttavia, i soggetti di tipo A posseggo- 
no soltanto le agglutinine B e viceversa; i soggetti 
del gruppo AB non hanno alcuna agglutinina, men- 
tre quelli del gruppo O posseggono sia l’agglutini- 
na A che B. 

La conoscenza dei gruppi sanguigni non è solo 
importante per la pratica trasfusionale, ma anche 
per la medicina legale e persino per la antropologia. 
Per esempio la presenza di antigeni glucidici nei re- 
sidui mummificati ha consentito di stabilire me- 
diante analisi sierologiche il gruppo sanguigno di 
Tutankamen. 
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Come già riferito, le cellule del sangue derivano 
da un unico stipite di cellule staminali, gli emocito- 
blasti. Nell’uomo adulto gli emocitoblasti e le loro 
progenie hanno sede nel midollo osseo, un tessuto 
del peso di 1.500-2.000 g, normalmente funzionan- 
te solo per il 50%. Tuttavia, data la potenzialità fun- 
zionale e la inconsueta capacità di espansione, la 
sua produttività cellulare in condizioni di stress 
(stati anemici, anossici ecc.) può aumentare di 5-6 
volte Fig. 27.7). 

La “linea” differenziativa che dall’emocitobla- 
sto porta all’eritrocita passa successivamente per il 
proeritroblasto, il normoblasto primitivo, interme- 
dio e maturo ed il reticolocita. Tutti gli elementi 
cellulari fino al reticolocita sono nucleati. 
L’espulsione del nucleo si verifica durante la transi- 
zione da normoblasto maturo a reticolocita. I retico- 
lociti entrano in circolo e quivi, nel lasso di tempo 
di 24-48 ore, maturano in eritrociti. Durante la tran- 
sizione reticolocita + eritrocita si completa la sin- 
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Figura 27.7 Schema dell’emopoiesi 









tesi dell’emoglobina (sintesi delle catene globiniche 
o e fd, sintesi della protoporfirina IX e sintesi dell’e- 
me, con reclutamento del Fe°*), già per 1°’80% avve- 
nuta a livello midollare, e vengono estrusi i restanti 
organelli intracellulari. In un uomo adulto normale 
la sintesi degli eritrociti avviene alla velocità dî 2,3 
x 10° cellule/secondo. 

I geni delle catene globiniche dell’emoglobina 
sono collocati su due diversi cromosomi: il cromo- 
soma 16 che porta i geni delle globine di tipo & (2 
geni per la a-globina ed uno per la é-globina), e il 
cromosoma 11 che porta geni delle globine di tipo 
P: un gene la £-globina, due geni per la y-globina, 
un gene per la ò-globina ed uno per la B-globina. | 
geni dell’emoglobina e la temporalizzazione della 
loro espressione sono schematicamente presentati 
nella Fig. 27.8. 

I processi che regolano l’espressione dei geni 
codificanti per le o— e B-globine, in modo che le ca- 
tene o e }-globiniche siano presenti in quantità 
stechiometriche, come pure il coordinamento tra 
flusso della sintesi delle catene globiniche e flusso 
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Figura 27.8 Localizzazione cromosomica dei geni delle catene globiniche di tipo a (a e È) e B (e, y 
Be è) e loro espressione durante la vita intra- e extra-uterina 





della sintesi della protoporfirina IX e dell’eme sono 
ancora poco noti. Pure scarsamente conosciuti sono 
i meccanismi che portano a induzione e repressione 
dei geni di specifiche catene globiniche nei passag- 
gi dalla fase embrionale a quella fetale, e quindi 
adulta, della biosintesi. Si sa che la trascrizione 
dell’mRNA della B-globina è circa 1.5 volte più ra- 
pida di quella della a-globina; ciò è però compensa- 
to dalla presenza di una maggiore quantità 
dell’mRNA della o-globina. La risultante piccola 
eccedenza di a-globina è rimossa proteoliticamente. 
D'altra parte una deficienza di eme si accompagna 
ad inattivazione (per fosforilazione) di uno specifico 
fattore di inizio per la sintesi delle globine, con con- 
seguente riduzione della sintesi delle globine stesse. 
Da qui l’enorme importanza che, in definitiva, gioca 
il Fe?* nella biosintesi dell’emoglobina. 

Una funzione preminente nella eritropoiesi vie- 
ne svolta dalla eritropoietina, o ormone emopoieti- 
co, sintetizzata nei reni ed essenziale per lo svilup- 
po e la differenziazione dell’emocitoblasto nella li- 
nea eritrocitaria. L’eritropoietina, costituita da 166 
amminoacidi e con PM di circa 34.000, viene rila- 
sciata in circolo in risposta a condizioni di ipossia 
ed ha come cellule bersaglio le cellule progenitrici 
degli eritrociti, denominate unità eritroidi prolife- 
ranti (“burst forming unit-erythroid”, BFU-E) e lo- 
calizzate nel midollo osseo, le quali posseggono un 
recettore specifico, simile ai recettori a tirosina chi- 
nasi. Il sistema trasduzionale implicato è lo stesso 
dei recettori canonici a tirosina chinasi. Anche le 
cellule progenitrici della linea eritroide derivate 
dalle BFU-E, note come unità eritroidi formanti le 


colonie (‘““colony forming unit-ervthroid”, CFU-E) 
sono stimolate dalla eritropoietina. Gli effetti del- 
l’eritropoietina derivano dal concomitante interven- 
to anche di altri fattori, quali /’interleuchina-3 (IL- 
3) e il fattore di crescita insulino-simile. Nello sta- 
to di anemia la concentrazione di eritropoietina nel 
plasma può aumentare fino a 100. volte. 
L’eritropoietina umana, che può essere prodotta con 
la tecnologia del DNA ricombinante è usata come 
farmaco in alcune forme di anemia. Si ricorda che 1l 
suo impiego volto ad aumentare il numero degli eri- 
trociti circolanti allo scopo di incrementare talune 
“performance” atletiche è stato bandito. 

La eritropoiesi è profondamente alterata nella 
deficienza di acido folico e di vitamina B12 (ane- 
mia perniciosa). In queste deficienze l’eritroblasto, 
anziché produrre i normoblasti, produce i megalo- 
blasti, cellule del diametro di circa 20 um. I mega- 
loblasti, anziché evolvere ad eritrociti, evolvono in 
macrociti (anemia macrocitica), aventi un diametro 
di circa 16 Um, doppio rispetto a quello degli eritro- 
citi. Nell’anemia perniciosa gli eritrociti sono d’al- 
tronde presenti in numero molto scarso. 


LE PIASTRINE E LA 
COAGULAZIONE DEL SANGUE 


Funzione delle piastrine 


Allorché il sangue fuoriesce dal letto vasale, op- 
pure scorre lungo un tratto di vaso che presenta al- 
terazioni della superficie di scorrimento si ha — nel 
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secondo caso si può avere — coagulazione. Nel pri- 
mo caso questo processo è utile, in quanto arresta 
l'emorragia, nel secondo è nocivo, in quanto il co- 
agulo intravasale (trombo) occlude il vaso creando 
una zona ischemica. 

Fondamentali per il processo di coagulazione 
sono le piastrine o trombociti, prodotti dalla fram- 
mentazione citoplasmatica dei propri precursori, i 
megacariociti. Le piastrine sono elementi cellulari 
anucleati aventi un diametro di 2-4 um. Nel sangue 
normale sono presenti nel numero di 130.000- 
400.000 per mm}: questo numero può tuttavia va- 
riare anche significativamente in condizioni fisiolo- 
giche, come per esempio nell’esercizio fisico, e in 
condizioni patologiche. La vita media delle piastri- 
ne è di 9-12 giorni. Le piastrine hanno un elevatis- 
simo contenuto idrico (86-88%). Del peso secco il 
60-65% è costituito da proteine, il 15-18% da lipidi 
(essenzialmente fosfolipidi con prevalenza della fo- 
sfatidilserina, e quindi colesterolo e i suoi esteri), 
1°8-10% da glucidi (glicogeno, glicoproteine e gli- 
colipidi). L’Na* ha concentrazione 39 mM, il K* 
138 mM e il Ca?*, sequestrato entro i granuli è, 15 
mM. 

Le piastrine sono dotate di un robusto citosche- 
letro, responsabile del cambio di forma e dell’ade- 
sione piastrinica, costituito da fasci sottoplasmatici 
e microtubuli connessi con proteine contrattili, l’ac- 
tina e la miosina, le quali costituiscono, rispettiva- 
mente il 10-20 % e il 15-20% delle proteine totali. 
Caratteristici delle piastrine sono pure i “granuli” 
di secrezione € e è. I granuli possono contenere so- 
stanze varie, fra cui fibrinogeno, trombospondina, 
alcuni fattori della coagulazione, nucleotidi (ATP, 
ADP, AMP, cAMP), istamina, serotonina, adrenali- 
na, basi puriniche. Il sistema tubulare denso, deri- 
vante dal reticolo endoplasmatico, contiene Ca°*, 
acido arachidonico ed enzimi quali la fosfolipasi 
A; e la cicloossigenasi: in questo compartimento 
avviene la sintesi di trombossani e di altri eicosa- 
noidi. Contiguo a questi organuli è il sistema cana- 
licolare aperto costituito da invaginazioni della 
membrana plasmatica. 


Adesione, attivazione e 
aggregazione piastrinica 


Una lesione del letto vascolare è responsabile di 
due eventi: (a) l'esposizione del collagene presente 
nella matrice extracellulare agli elementi figurati 
del sangue, in particolare alle piastrine; e (b) l’inne- 
sco del processo di attivazione della protrombina in 
trombina. La superficie delle piastrine contiene re- 
cettori sia per il collagene (complesso glicoproteico 


GPla-Ila detto anche integrina &, Bi) sia per la 
trombina (PARI e PARA). Il complesso collagene/ 
GPI,-II, è stabilizzato dall’interazione tra fattore 
von Willebrand (fvW) e un altro specifico recettore 
piastrinico, il complesso glicoproteico GPIb-V/IX. 
Le combinazioni dei complessi GPI,-II, e GPIb- 
V/IX rispettivamente con il collagene e il fvW sono 
responsabili della parziale attivazione di una fosfo- 
lipasi A; presente nel citosol, e della adesione al 
subendotelio delle piastrine. Le piastrine cambiano 
di forma, aderiscono al subendotelio e aggregano le 
une alle altre in situ. Il legame della trombina ai re- 
cettori PAR accoppiati a proteine G innesca il pro- 
cesso trasduzionale di segnali che porta all’attiva- 
zione della fosfolipasi di membrana C-B (PLC-B) 
con formazione di diacilglicerolo e inositolo 1,4,5 
trifosfato (IP). In presenza di diacilglicerolo e pic- 
cole quantità di Ca?*, viene attivata la PKC che ca- 
talizza la fosforilazione della proteina p/eckstrina 
(proteina di PM 47.000, detta anche “proteina 
P47”) che, a sua volta, provoca la liberazione del 
contenuto dei granuli di secrezione, tra cui ADP, 
dando inizio all’aggregazione piastrinica. L'IP, 
provoca l’apertura dei canali del Ca°* del sistema 
dei tubuli densi, e la fuoriuscita nel citosol dello io- 
ne. Si raggiunge una concentrazione di Ca?* suffi- 
cientemente alta per attivare la ca/modulina e con- 
sentire la fosforilazione della chinasi delle catene 
leggere della miosina (calmodulina dipendente), la 
quale, fosforilando la miosina, promuove l’aggan- 
cio con l’actina. Le conseguenti imponenti modifi- 
cazioni conformazionali della piastrina ne predi- 
spongono l’aggregazione. L'aumento della concen- 
trazione citosolica del Ca?* porta alla completa atti- 
vazione della fosfolipasi A., che catalizza il distac- 
co dai fosfolipidi di acido arachidonico, il quale ri- 
sulta disponibile alla conversione in frombossano 
A; ad opera della cic/ossigenasi. Questo eicosanoi- 
de fuoriesce dalla cellula e, legandosi ad un proprio 
recettore accoppiato a proteine G, incentiva l’asse 
trasduzionale centrato sull’attivazione della PLC-B: 
pertanto sia la liberazione del Ca?* nel citosol sia la 
secrezione di sostanze attive, tra cui l’ADP, ne ri- 
sultano potenziati. L’ADP secreto, interagendo con 
un recettore specifico accoppiato a proteine G pre- 
senti sulla superficie delle piastrine, favorisce a sua 
volta il processo di aggregazione. Il risultante qua- 
dro complessivo della membrana delle piastrine at- 
tivate è quello favorevole all’esposizione del com- 
plesso glicoproteico GPIIb-IIa (integrina ayP3), 
che, legandosi al fibrinogeno, determina l’aggrega- 
zione piastrinica e la stabilizza nella forma di ‘‘ap- 
po piastrinico” o “trombo bianco”. Va aggiunto 
che sostanze quali /a serotonina e l'adrenalina, li- 
berati per secrezione dai granuli piastrinici e la va- 
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Figura 27.9 Rappresentazione schematica dei processi di attivazione delle piastrine, con conse- 
guente adesione al subendotelio ed aggregazione 


GC = guanilato ciclasi; AC = adenilato ciclasi; G = proteina G; fvW = fattore von Willebrand; TXAg9 = trombossa- 
no Ag; CAMP = acido adenilico ciclico; cGMP = acido guanilico ciclico; PLA7 = fosfolipasi A9; PLCR = fosfolipasi C- 
B; P47 = pleckstrina; IP3 = inositolo 1, 4, 5 trifosfato; PKC = proteina chinasi C; R}, Ro, R3 = tre diversi recettori 


specifici; TR = trombina. 


sopressina, esercitano un’azione agonistica sull’ag- 
gregazione piastrinica. Al contrario ligandi (quali la 
prostaciclina) che provocano la produzione di 
cAMP inibiscono (0 riducono) l'aggregazione pia- 
strinica in quanto il CAMP blocca la liberazione di 
Ca?* dal sistema tubulare denso e inibisce sia la fo- 
sfolipasi A; sia la cicloossigenasi. Anche l’ossido 
d’azoto, NO, agisce come antagonista dell’attiva- 
zione piastrinica aumentando la concentrazione di 
cGMP. Recenti evidenze suggeriscono tuttavia che 
a basse dosi il cGMP possa avere un debole effetto 
aggregante. 

Gli eventi sopra descritti sono schematizzati nel- 
la Fig. 27.9. Un effetto non trascurabile delle modi- 
ficazioni superficiali delle piastrine nei fenomeni di 
attivazione, adesione e aggregazione è anche l’ac- 
celerazione della conversione nella forma attiva dei 
fattori II e X della cascata coagulativa propedeuti- 
ca all’innesco del processo coagulativo. 


Endoperossidi, prostacicline, 
prostaglandine e trombossani 
svolgono un ruolo chiave nei 
processi di attivazione e 
aggregazione delle piastrine 


L’osservazione originaria che l’aggiunta di aci- 
do arachidonico ad una sospensione di piastrine ne 
determina rapida ed irreversibile aggregazione e 
che l’iniezione dello stesso acido grasso ad animali 
da esperimento ne può indurre la morte per trombo- 
si, ha stimolato l’attenzione sul potere aggregante 
dell’acido arachidonico e dei suoi derivati. La con- 
comitante osservazione che l’aspirina esplica inve- 
ce azione antiaggregante, ha consentito l’inizio di 
studi che hanno portato ad una chiarificazione, se 
pure non definitiva, del complesso problema della 
aggregazione piastrinica. Come indica la Fig. 
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Figura 27.10 Derivati dell'acido arachidonico 
con la indicazione della loro formazione 


Viene indicata la sede della loro produzione (P = piastri- 
ne; PV = peo vasale) e il loro potere aggregante le 
piastrine (T) o antiaggregante (4). 


27.10, l’aspirina inibisce la conversione dell’acido 
arachidonico in endoperossidi, potenti fattori aggre- 
ganti. I rombossani, che si formano nelle piastrine 
dagli endoperossidi, hanno un potere aggregante 5 
volte superiore a quello degli stessi endoperossidi. 
D’altro canto le prostacicline, che si formano dagli 
endoperossidi a livello delle pareti vasali integre, 
hanno invece azione antiaggregante e neutralizza- 
no, in condizioni di integrità dell’endotelio vasale, 
l’azione dei trombossani. Se l’endotelio è invece al- 
terato, la produzione in loco delle prostacicline e 
delle prostaglandine, che hanno pure azione antiag- 
gregante, è deficitaria e prevale l’azione aggregan- 
te dei trombossani. 

Il processo si regge quindi su un delicato equili- 
brio fra composti aggreganti ed antiaggreganti, nel 
quale l’integrità dell’endotelio vasale è di notevole 
importanza. 

Anche la composizione della dieta può avere no- 
tevole rilevanza, in particolare il potenziale ruolo 
degli acidi grassi poliinsaturi 0-3 nel processo del- 
la coagulazione del sangue. E rilevante in merito 
l’osservazione epidemiologica che gli Eschimesi i 
quali, con la prevalente alimentazione a base di pe- 
sce, introducono notevoli quantità di acido eicosa- 
pentaenoico (C>9, ®3) hanno tempi di sanguina- 
mento piuttosto lunghi e sono pressoché esenti da 
malattie trombotiche. 

La corretta interazione tra agonisti piastrinici e 
recettori è importante nei processi della coagulazio- 
ne. La mancanza o il non corretto funzionamento 
del recettore per il fattore von Willebrand, il com- 
plesso glicoproteico GPIb-V/IX, o del recettore per 
il fibrinogeno, complesso glicoproteico GPIIbIIIa, 
portano a gravi patologie emorragiche, la sindrome 


di Bernard-Soulier e la tromboastenia di 


Glanzmann, rispettivamente. 


Formazione del coagulo 
permanente 


L’aggregazione piastrinica contribuisce alla for- 
mazione del coagulo provvisorio. Per la formazione 
del coagulo permanente è necessaria la fibrina. 
Questa proteina è presente nel sangue in forma di 
precursore solubile, il fibrinogeno, che si trasforma 
in fibrina in una serie di eventi chimici che si so- 
vrappongono all’aggregazione piastrinica. 

Gli eventi che portano alla formazione del co- 
agulo permanente di fibrina sono di due tipi: estrin- 
seco, indotto da fattori non presenti nel sangue, ma 
che si liberano o si rendono disponibili a seguito di 
lesioni vasali (tissutali), e intrinseco, sostenuto da 
fattori tutti presenti nel sangue. I due processi han- 
no in comune le due tappe terminali della coagula- 
zione: 


1) conversione: protrombina ? trombina 
2) conversione: fibrinogeno + fibrina 


Conversione del fibrinogeno in fibrina. 11 fibri- 
nogeno è una glicoproteina (PM, 340.000) presente 
nel sangue nella concentrazione di 3-4 g/litro circa. 
La molecola è costituita da tre paia di catene: 20, 
2} e 2y, tenute insieme da legami disolfuro (Fig. 
27.11). Il fibrinogeno viene sintetizzato nel fegato 
e, immesso nel sangue, ha una emivita di 4 giorni. 
Epatopatie croniche possono indurre una deficienza 
plasmatica di fibrinogeno. 


Per azione della trombina, che catalizza l’idroli- 
si del legame Arg-Gly presente in ciascuna delle 2 
catene € e [, il fibrinogeno solubile (detto anche 


fattore I della coagulazione) viene trasformato in fi- 


brina insolubile, (detta anche fattore Ia). 
Contemporaneamente si liberano i fibrino peptidi A 
e B, costituiti l’uno da 16 e l’altro da 14 amminoa- 
cidi, dall’estremità N-terminale di ciascuna catena 
o e B. 


La fibrina neoformata (residui delle catene @ e B 
e catene y del fibrinogeno) è in forma di monomeri, 
che si associano testa a coda e lato a lato per forma- 
re un precipitato insolubile denominato coagulo 
molle. Questo, per azione del fattore XIIHa, che crea 
legami covalenti fra le estremità dei monomeri di 
fibrina, viene stabilizzato in coagulo duro. 1 legami 
covalenti creati dal fattore XIIIa, dotato di attività 
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Figura 27.11 Rappresentazione schematica della struttura del fibrinogeno 


transglutamminasica, sono legami glutammil-lisi- 
nici, formatisi per interazione di un residuo di glu- 
tammina ed uno di lisina con eliminazione di una 
molecola di ammoniaca: 


C=0 | 
| d=-0 
N-H | 
“ARMOR 
HC-CH,=CH=CH=CH, [NH, H 
|? 3IE_SN-C-CH=CHx CH 
C=0 H | 
lisina glutammina 
I NH; 
ia o 
Na î N 
HO CH, CHy-CHy- CHy NH-C-CH,-CH;- 0h 
C=0 legame da 


i glutammil-lisinico i 
I I 
I I 


Il fattore XIIIa si forma per attivazione del fatto- 
re XIII (fattore di stabilizzazione della fibrina), una 
proteina presente nel plasma e nelle pe per 
l’azione successiva della trombina e del Ca?* 


Trombina Ca?+ Fattore 


Fattore XIII n Mi intermedio —> XIlla 


Peptide 


Il fattore XIII di origine piastrinica è un omodi- 
mero 01, quello plasmatico un tetramero 0, f (in 
cui le catene f} sono inattive). L'attivazione deriva 
dalla idrolisi di un legame peptidico presente nella 
catena a. A seguito di questa rottura le catene f} del 
fattore XIII plasmatico vengono rilasciate dal com- 
plesso. 

Durante il passaggio da coagulo molle a coagu- 
lo duro nella rete del polimero di fibrina vengono 
intrappolate piastrine prima ed eritrociti poi con 
formazione del trombo bianco e trombo rosso, ri- 
spettivamente. 


Conversione della protrombina in trombina. La 
trombina, una serina proteasi tripsinosimile di PM 
34.000, formata da due catene polipeptidiche, è det- 
ta anche fattore Ila, ed è presente nel sangue in for- 
ma di un precursore inattivo: la protrombina o fat- 
tore II. La conversione della protrombina in trombi- 
na richiede l’azione catalitica del fattore Xa, una 
endopeptidasi detta anche fattore di Stuart. 
L’azione proteasica del fattore Xa richiede l’inter- 
vento del Ca°* (detto anche fattore IV), di fosfolipi- 
di (fosfatidilserina e fosfatidilinositolo) di prove- 
nienza piastrinica e di un altro fattore proteico, la 
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proaccelerina o fattore V, nella sua forma attiva Va, 
che può considerarsi un fattore accessorio del fatto- 
Te A; 


Ca”+, Fattore Xa 
Protrombina (II) ———___» Trombina (Ila) 


Fattore Va, fosfolipidi 


Dal punto di vista strutturale la trasformazione 
fattore II > Ila implica il distacco di un frammen- 
to peptidido N-terminale e la formazione di una 
asola tenuta chiusa da un legame disolfuro. La 
trombina, come già riferito, catalizza la rottura di 4 
legami Arg-Gly presenti nelle due catene @ e {3 del 
fibrinogeno. 

Nel plasma sono presenti quattro inibitori natu- 
rali della trombina dei quali il più rilevante è l’anti- 
trombina III, seguita dall’o, macroglobulina e da 
due proteasi tripsinosimili poco rilevanti. L'attività 
della antitrombina III è fortemente incrementata 


Processo intrinseco: 


contatto esterno 
(collagene) 


—_________-& 


1. Fattore di Hageman (XII) 
(inattivo) 


(circa 9000 volte) dalla eparina, che, tra l’altro, ini- 
bisce fortemente (circa 17.000 volte!) il fattore X 
attivo. Da qui l’azione anticoagulante dell’eparina. 
L'attivazione dell’antitrombina III richiede la pre- 
senza di almeno 18 unità saccaridiche di eparina: 
l’inibizione del fattore Xa di solo 5 unità. 
L’interazione dell’eparina con l’antitrombina III e 
con il fattore Xa è basata su legami salini fra grup- 
pi carbossilici e solfato dell’eparina e residui di 
aminoacidi basici (arginina, lisina, asparagina) del- 
le due proteine. Ciò spiega perché l’azione anticoa- 
gulante dell’eparina è antagonizzata da polipeptidi 
fortemente cationici (protammine) che, aderendo 
elettrostaticamente ai gruppi acidi dell’eparina ne 
impediscono l’interazione con l’antitrombina III e il 
fattore Xa. 

Il processo intrinseco. E noto da tempo che 
quando il sangue viene a contatto con una superfi- 
cie di vetro (es. il vetro di una provetta), o con altra 
superficie, coagula. Questo contatto che intravasal- 


Fattore di Hageman (XIla) 
(attivo) 










2. Antecedente della tromboplastina (XI) ————>—_ Antecedente della tromboplastina (Xla) 
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Processo estrinseco: 


tromboplastina 


7. Proconvertina (VII) (fattore tessutale) 


(inattiva) 
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Figura 27.12 Processo intrinseco ed estrinseco della coagulazione del sangue 


mente può essere quello con 1l collagene della pare- 
te vasale alterata, induce l’attivazione del fattore di 
Hageman (fattore XII di natura proteica) in Xlla. 
La causa di questa attivazione è una modificazione 
conformazionale della molecola proteica indotta dal 
contatto con cariche negative della superficie, che 
la rende suscettibile all’azione di varie proteasi. Fra 
queste la precal/licreina presente nel plasma com- 
plessata con il chininogeno di elevato peso moleco- 
lare (HMWK), aderisce pure alla superficie, viene 
attivata dal fattore XIlIa, e attiva a sua volta il fatto- 
re XII. Il risultato è l’accelerazione del processo di 
attivazione del fattore XII. Il fattore di Hageman at- 
tivato (XIla) con la sua attività proteasica dà inizio 
alla cascata di eventi indicata nella Fig. 27.12. 

Il fattore XIIa induce per proteolisi l’attivazione 
del fattore XI (noto anche come antecedente della 
tromboplastina plasmatica) in Xla. Questo attiva il 
successivo fattore di Christmas (fattore IX) per pro- 
teolisi Ca?*-dipendente. Il fattore di Christmas può 
essere attivato anche dalla proconvertina attivata 
(fattore VIIa) in presenza di Ca°* e di fosfolipidi 
acidi. Da osservare che l’ottimale attivazione del 
fattore di Christmas richiede la presenza, oltre che 
del fattore XI e VII, anche del fattore VIIMIa o fattore 
antiemofilico. 

La tappa successiva consiste nell’attivazione del 
fattore di Stuart (fattore X) da parte del fattore IXa in 
presenza di Ca°* fosfolipidi e del fattore antiemofi- 
lico VIIa. Infine il fattore IXa catalizza, come si è vi- 
sto, la trasformazione della protrombina in trombina. 


Il processo estrinseco. Nel processo estrinseco 
l’attivazione del fattore di Stuart (fattore X) avvie- 
ne con altro meccanismo, nel quale intervengono la 
proconvertina attivata (fattore VIa) ed un fattore 
tissutale denominato tromboplastina. La trombo- 
plastina è una proteina transmembrana costituita da 
263 aminoacidi di cui 219, comprensivi del termi- 
nale aminico e con punti di glicosilazione, sono 
esposti verso l’esterno. E questa la porzione della 
tromboplastina interessata alla formazione del com- 
plesso macromolecolare che dà inizio al processo 
estrinseco. 

I due processi — intrinseco ed estrinseco — sono 
riassunti nello schema della Fig. 27.12. Nella 
Tabella 27.VIII vengono inoltre elencati 1 vari fatto- 
ri della coagulazione di cui si è fatto cenno ed altri 
fattori pure coinvolti nel processo. 

Va sottolineato che 1 fattori II (protrombina), V 
(proaccelerina), VII (proconvertina), IX (fattore di 
Christmas) e X (fattore di Stuart) vengono sintetiz- 
zati nel fegato e che la loro sintesi richiede, fra l’al- 
tro, l'intervento di una carbossilasi che, introdu- 
cendo un carbossile in alcuni residui glutammici, 
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crea altrettanti residui Y-carbossilglutammici, 
Poiché questa carbossilazione avviene a sintesi pro 
teica completata, viene designata come modifica 
zione postsintetica. 

Come si è detto a proposito della vitamina K, 
questi residui Y-carbossiglutammici legano elettro 
staticamente gli ioni Ca?*, necessari per l’attivazio 
ne dei predetti fattori. Questo spiega perché una de 
ficienza di vitamina K, o la somministrazione di so 
stanze ad azione antivitaminica K, quali il c/c? 
rolo, inducano allungamento del tempo di coagula- 
zione. Ciò consegue ad una sintesi imperfetta di 
detti fattori, per mancanza o deficienza di residui Y- 
carbossiglutammici, che li rende incapaci di legare 
gli ioni Ca?*. 


Si comprende anche la ragione per cui nelle epa- 
topatie generalizzate, nelle quali è compromessa la 
sintesi proteica dei fattori della coagulazione, si ri- 
scontri un prolungato tempo di coagulazione. Sono 
note malattie nell'uomo dovute a deficit, con base 
ereditaria, di fattori proteici della coagulazione. Tra 
questi l’emofilia A dovuta a mancanza totale o par- 
ziale del fattore VIII, e l’emofilia B causata da un 
deficit del fattore IX. 


Fibrinolisi del coagulo 


Pochi giorni dopo la sua formazione il coagulo 
viene dissolto per l’azione proteolitica della p/asmi- 
na, una serina-proteasi che si forma dal precursore 
plasminogeno (PM 90.000), sintetizzato nei reni. Il 
plasminogeno viene attivato a plasmina per rottura 
di un singolo legame peptidico (Arg-Val) e forma- 
zione di due catene polipeptidiche tenute insieme 
da un ponte disolfuro. La rottura è catalizzata da al- 
cuni enzimi quali la urochinasi e la streptochinasi. 
La prima, dotata di attività proteolitica, viene pure 
sintetizzata nei reni, secreta nel sangue ed escreta 
nelle urine. La streptochinasi, prodotta dallo strep- 
tococco emolitico, è priva di azione proteolitica, 
ma, combinandosi con il plasminogeno, ne modifi- 
ca la conformazione molecolare, rendendolo attivo 
nel processo fibrinolitico. Urochinasi e streptochi- 
nasi reagiscono con il plasminogeno anche in as- 
senza di coagulo. Per contro l’endotelio vascolare 
elabora un “attivatore tissutale del plasminogeno” 
(t-PA) che attiva il plasminogeno solo in presenza 
del coagulo. Per questa ragione i/ -PA può conside- 
rarsi l'attivatore fisiologico del plasminogeno. La 
plasmina è prontamente inattivata dall’ o,-antipla- 
smina, presente nel sangue circolante. Il legame del 
plasminogeno alla fibrina (quando formata) proteg- 
ge la plasmina da esso generata dall’azione della 
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Tabella 27.VIII 


Fattori coinvolti nel processo di coagulazione del sangue e della fibrinolisi 


Tromboplastina o fattore tissutale 


Proaccelerina V 











Presente nel plasma, viene convertito in fibrina (la) dalla trombi- 
na in associazione con il fattore XIla. 


Viene convertita in trombina (Ila) dal fattore di Stuart attivato 
Xa). A sua volta la trombina attiva per proteolisi i fattori V, VII, 





VIII e la proteina C. 


E una glicoproteina di membrana capace di attivare la procon- 
vertina (fattore VII) nel processo estrinseco. 






Si legano elettrostaticamente ai fattori Il, V. VII, IX e X, che sono 
dipendenti dalla vitamina K. Sono anche necessari per la attiva- 
zione del fattore XIII. 









E una proteina accessoria - priva di attività proteasica - per la 
attivazione della protrombina da parte del fattore X, Ca?* e fo- 
sfolipidi nel processo intrinseco. Inoltre accelera l’azione del fat- 
tore di Stuart (X). 


Proconvertina VII Nel processo estrinseco attiva il fattore di Stuart (X); può anche 
attivare il fattore di Christmas (IX). 

Fattore antiemofilico VIII | Proteina accessoria per la ottimale attivazione del fattore di 
Christmas (lX). 


Fattore di Christmas Attiva il fattore di Stuart (X). 
Attiva la protrombina in trombina. 


Antecedente della tromboplastina CM Attiva il fattore di Christmas (IX). 


X 
XI 

Fattore di Hageman Viene attivato per contatto con il collagene dei vasi o per azio- 
IV 



















ne del coagulo “duro” di fibrina. Viene attivato dalla trombina 
(Ila). 


Proteina C X Inattiva la proaccelerina (V) ed il fattore antiemofilico (VIII), 
esplicando attività anticoagulante. 


Inibitore della proteina C [a Inibizione della proteina C. 
Antitrombina III Ela Inibizione della trombina. 


ne della callicreina. Attiva l’antecedente della tromboplastina. 
Fattore stabilizzante la fibrina XIII  |Possiede l’attività transglutaminasica necessaria per la formazio- 





Precallicreimo È precursore della callicreina che attiva il fattore XII. 
Proteina ZL Cofattore del fattore Xa. 
CETO CCC 


Tutti i fattori elencati, esclusi i fattori IV, V e VIII, quando sono in forma attiva, posseggono attività proteolitica. | fattori III e 
VII fanno parte della via estrinseca della coagulazione; i fattori VIII, IX, XI, XII, HMWK e precallicreina della via intrinseca; 
tutti gli altri di entrambe le vie. 
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Figura 27.13 Processo di attivazione del plasminogeno e della fibrinolisi 


o-antiplasmina, consentendo che si effettui la de- 
gradazione del coagulo. 

La plasmina idrolizza numerosi legami della fi- 
brina, frammentandola in peptidi di basso peso mo- 
lecolare e dissolvendo di conseguenza il coagulo. Il 
processo di attivazione del plasminogeno e della fi- 
brinolisi è schematizzato nella Figura 27.13. 

Gli attivatori del plasminogeno hanno acquista- 
to notevole rilevanza terapeutica; fra l’altro trovano 
impiego in cardiologia per la rimozione dei trombi 
coronarici che hanno causato l’infarto. 


I LEUCOCITI 


I leucociti costituiscono un gruppo di cellule con 
caratteristiche morfologiche e funzionali diverse, il 
cui ruolo fondamentale è quello di difendere l’orga- 
nismo dalle infezioni. I leucociti vengono tradizio- 
nalmente suddivisi in tre gruppi: granulociti, linfo- 
citi e monoCITtI. 

I granulociti a loro volta si suddividono in tre 
classi che si distinguono per le caratteristiche di co- 
lorazione dei granuli di secrezione in essi contenu- 
ti; i granulociti neutrofili sono i più rappresentati 
(60-70% di tutti 1 globuli bianchi) ed hanno la fun- 


zione di uccidere e fagocitare i batteri con meccani- 
smi che vedremo in seguito. 

I granulociti eosinofili (2-4% nella formula leu- 
cocitaria) sono coinvolti nelle difese contro i paras- 
siti e nelle risposte allergiche. I granulociti basofili 
(-1%) concorrono ai meccanismi infiammatori pro- 
ducendo istamina. 

I linfociti rappresentano il 20-30% delle cellule 
bianche circolanti e sono suddivisi in due tipi: B 
(originati dal midollo osseo) e T (di origine timica). 
Sono coinvolti nella risposta immunitaria, per 1 cui 
dettagli si rimanda a testi di immunologia. 

I monociti rappresentano circa 1’ 1% dei leucoci- 
ti in circolo; in caso di infezione lasciano il circolo, 
vengono attivati a macrofagi e come tali concorro- 
no, insieme ai neutrofili, a fagocitare gli agenti pa- 
togeni. 

Come eritrociti e piastrine, anche 1 leucociti, con 
l’eccezione dei linfociti T prodotti nel timo, vengo- 
no rilasciati dal midollo osseo dove avviene il pro- 
cesso di maturazione e di differenziazione a partire 
da un singolo tipo di cellule staminali emopoietiche 
pluripotenti; queste attraverso diverse fasi di diffe- 
renziamento danno origine a progenitori ‘“commis- 
sionati” destinati a differenziarsi nei diversi tipi di 
leucociti (Fig. 27.7). 
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Questo complesso meccanismo di differenzia- 
mento, che presenta tuttora molti lati oscuri, viene 
stimolato e regolato da fattori di crescita specifici 
definiti “Colony Stimulating Factor” (CSF) in gra- 
do di agire su colonie di precursori dei diversi tipi 
di leucociti (CSF-GM, CSF-G CSF-M, ecc.) 

I leucociti circolanti sono cellule nucleate e cor- 
redate dei consueti organelli subcellulari, con mar- 
cato sviluppo dell’apparato lisosomale e di granuli 
secretori. Essi non sono in grado di proliferare. La 
loro composizione, per quanto differente da tipo a 
tipo, ha alcune caratteristiche peculiari: l’acqua rap- 
presenta 1°80% in peso della cellula; il contenuto in 
cationi (Na*, K*, Ca?*) e in anioni è simile a quello 
degli eritrociti con l'eccezione di una maggior con- 
centrazione di HPO,? e H,POy e di Cu?* (25 volte 
più concentrato rispetto agli eritrociti). 

Il quadro metabolico dei leucociti è caratterizza- 
to da: 

— glicolisi molto attiva; 

— ciclo dei pentosi molto attivo; 

— fosforilazione ossidativa moderata per scarsità 
di mitocondri; 

— attività enzimatiche funzionalmente specifiche 
(mieloperossidasi, NADPH-ossidasi ecc.) che 
determinano intenso consumo di O,. 


Funzione dei leucociti 


I leucociti e in particolare i granulociti neutrofi- 
li hanno un ruolo fondamentale nei processi infiam- 
matori acuti. In seguito all’insediamento di batteri 
in un tessuto si attivano una serie di eventi finaliz- 
zati a debellare l’infezione. 


Penetrazione nei tessuti e 
raggiungimento dei focolai di 
infezione 


Il focolaio di infezione provoca innanzitutto la 
liberazione di sostanze quali l’istamina (secreta da 
mastcellule e granulociti basofili), la serotonina 
(secreta dalle piastrine), il fattore attivante le pia- 
strine (PAF) e gli eicosanoidi (secreti dai granuloci- 
ti neutrofili). Queste sostanze determinano iperemia 
e aumentano la permeabilità vascolare, provocando 
lo sviluppo di edema in situ. Ciò richiama local- 
mente vari componenti del sistema del complemen- 
to, peptidi di origine batterica (N-formilmetionina) 
e leucotrieni. Queste sostanze hanno una azione 
chemiotattica nei confronti dei neutrofili che ven- 
gono così “attirati?” verso il focolaio infettivo. Per 


uscire dal torrente circolatorio i leucociti, che già 
hanno rallentato in seguito alla vasodilatazione la 
loro velocità di flusso, avvicinandosi alla parete del 
capillare, interagiscono, tramite un recettore speci- 
fico, con la P-selectina, che viene esposta sulla su- 
perficie della cellula endoteliale in seguito ad atti- 
vazione. In questo ambiente sia i leucociti sia le cel- 
lule endoteliali sono stimolati ad esporre sulla su- 
perficie molecole “adesive”, che interagiscono tra 
di loro e fanno si che i due tipi di cellule aderisca- 
no l’uno all’altro. Le molecole di adesività sono di 
tue tipi fondamentali: le se/ectine e le integrine. Le 
selectine sono proteine transmembrana a catena sin- 
gola capaci di legare il Ca?* e costituite da un domi- 
nio N-terminale con funzione di /ectina (dominio in 
grado di riconoscere specifiche strutture saccaridi- 
che e di interagire con queste) e di vari altri domini 
con possibili ruoli regolatori. L'interazione neutro- 
filo-P-selectina è peraltro debole ed è solo in grado 
di rallentare il flusso dei neutrofili che “rotolano” 
sulla superficie endoteliale. L'interazione neutrofi- 
lo-endotelio è resa stabile per l’intervento dell’ inte- 
grina ©; che, in seguito all’attivazione dei leuco- 
citi indotta dal PAF prodotto dall’endotelio, cambia 
conformazione attivandosi essa stessa e diventa ca- 
pace si interagire in modo stabile con /CAM-/, una 
selectina presente sulla superficie dell’endotelio 
(Fig. 27.14). La porzione strutturale dell’integrina 
cd, che è riconosciuta dalla selectina ICAM-1 e al- 
la quale la stessa selectina si lega è l’oligosaccaride 
sialilato e fucosilato ‘“siali/-Lewis”: 


NeuAca2+3GalB1-4Glc-NAc+Fuca1-3 


A questo punto il neutrofilo è in grado di attra- 
versare la parete dei capillari e di raggiungere la se- 
de del focolaio, attirato da molecole chemiotattiche 
di origine plasmatica e batterica. 


Le integrine che, come riferito, hanno un ruolo 
fondamentale nella adesione neutrofilo-endotelio, 
sono eterodimeri costituiti da una subunità a e da 
una subunità B. La parte extracellulare è deputata a 
interagire in modo specifico con altre cellule o con 
componenti della matrice extracellulare. La porzio- 
ne intracellulare si lega a componenti del citosche- 
letro quali actina e vinculina. Oltre al ruolo fonda- 
mentale di molecole adesive, le integrine hanno an- 
che la proprietà di andare incontro a modificazioni 
conformazionali che da un lato attivano i meccani- 
smi adesivi, dall’altro concorrono a modulare gli 
eventi di trasduzione del segnale. Sono a tutt'oggi 
note tre subunità [3 diverse e un numero molto supe- 
riore di subunità &; le diverse combinazioni tra una 
subunità o. e una subunità { danno origine a una fa- 
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Figura 27.14 Processo di adesione e di penetrazione dei neutrofili al di sotto dell’endotelio per 


raggiungere il focolaio di infezione 


miglia numerosa di integrine coinvolte in diversi fe- 
nomeni adesivi. È interessante segnalare che la ca- 
renza di subunità B,, presenti nelle integrine dei 
neutrofili, è alla base della LAD “Leucolyte 
Adhesion Deficiency”; questa malattia è caratteriz- 
zata da infezioni ricorrenti dovute alla ridotta capa- 
cità dei neutrofili di aderire agli endoteli attivati e di 
raggiungere i focolai infettivi. 


Meccanismi dell'attività 
antibatterica 


Giunti nel focolaio infettivo i leucociti comple- 
tano la loro attivazione a seguito della interazione 






INVAGINAZIONE 
FAGOCITICA 


BATTERI 


con ligandi presenti “in loco” quali fattori chemio- 
tattici, superfici batteriche e complessi antigene-an- 
ticorpo. Di particolare significato è l’attivazione 
della fosfolipasi C che induce la produzione di IP; 
e di diacilglicerolo; il conseguente innalzamento 
della concentrazione di Ca°* e l’attivazione della 
PKC determinano la riorganizzazione del citosche- 
letro favorendo il rilascio di sostanze battericide 
quali peptidi battericidi (difensine) e diverse pro- 
teasi (catepsina, elastasi, ecc.) e preparando la atti- 
vità fagocitaria. Dalla membrana si sviluppano 
pseudopodi che avvolgono il batterio e si produco- 
no invaginazioni che portano alla formazione di 
corpuscoli simil-endocitici (/agosomi), all’interno 
dei quali sono sequestrati i batteri (Fig. 27.15). Il fa- 
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Figura 27.15 Processo di fagocitosi e degradazione degli agenti infettivi 
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gosoma si fonde con un /isosoma primario origi- 
nando un vacuolo digestivo all’interno del quale gli 
enzimi lisosomali provvedono alla digestione del 
materiale inglobato. Eventuali prodotti (“corpi”) 
residui vengono espulsi e degradati da parte di en- 
zimi presenti nella matrice extracellulare o nel san- 
gue. In concomitanza con il processo fagocitico si 
attiva la biosintesi degli enzimi impegnati nella de- 
gradazione dei prodotti batterici (per esempio gli 
enzimi lisosomali e il lisozima) e di proteine e lipi- 
di complessi necessari per i rimaneggiamenti delle 
membrane intra- e peri-cellulari dei leucociti. 

Nel corso della fagocitosi importanza rilevante 
hanno i processi perossidativi (la cosiddetta ‘‘fiam- 
mata” o “burst” respiratoria o ossidativa) fonda- 
mentale per distruggere gli agenti lesivi. L’evento 
iniziale della fiammata respiratoria è l’ossidazione 
del NADPH ad opera dell’O., catalizzata da una 
NADPH ossidasi, con produzione dell’anione supe- 
rossido 03°. 


1/2 tinti af 1/2 NADP+ 


O, 05 


La NADPH ossidasi è presente sulla membrana 
plasmatica in forma inattiva ed è attivata da peptidi 
batterici, componenti del complemento, sostanze 
chemiotattiche, ecc. che innescano il sistema tra- 
sduzionale imperniato sull’azione della fosfolipasi 
C (con aumento della concentrazione citosolica di 
Ca?* ed entrata in funzione della PKC). La NADPH 
ossidasi è un sistema di trasporto elettronico, con il 
coinvolgimento del FAD, costituito dal citocromo 
bs5g (analogo al citocromo P4s0), eterodimero costi- 
tuito da due catene di PM rispettivamente 91.000 e 
22.000 al quale si associano in seguito alla attiva- 
zione due polipeptidi citoplasmatici di PM 47.000 e 
67.000. 

L’anione superossido viene riversato nell’am- 
biente extracellulare, ma si diffonde anche all’inter- 
no dei fagolisosomi; in ambedue i casi dà origine a 
una serie di sostanze ad azione batteriostatica o bat- 
tericida. 

L’O,° viene trasformato in acqua ossigenata per 
azione di una superossido dismutasi: 


è #4 +1 — O, LI H,0, 


L’ H}0, è quindi utilizzata da una mie/operossi- 
dasi, presente in grande quantità nei granuli leuco- 
citari, per ossidare lo ioduro a iodio, estremamente 
tossico per 1 batteri: 


H,0, + 2T—>— H,0 + L 


Per analoga reazione cloruro e bromuro sono 
trasformati rispettivamente in cloro e bromo, pure 
batteriotossici. 

La mieloperossidasi attiva inoltre 1°H,O, per 
produrre ipoclorito, CIO”, anch’esso ad azione bat- 
tericida: 


i” "fr H,0, ai CIO” + H,0 


La fiammata respiratoria richiede abbondante 
disponibilità di O,, assicurato dalla iperemia che è 
tipica della reazione infiammatoria. La controprova 
è offerta dalle condizioni di anaerobiosi, nella qua- 
le i processi metabolici del focolaio infiammatorio 
e la fagocitosi sono fortemente rallentati. 

Un importante contributo ai meccanismi di dife- 
sa antibatterica è dato dai monociti; questi dopo es- 
sere usciti dal torrente circolatorio si attivano a ma- 
crofagi e partecipano in modo molto attivo ai pro- 
cessi di fagocitosi. 

I processi biochimici sopra descritti decorrenti a 
livello del focolaio infettivo, incluse la fagocitosi e 
la fiammata respiratoria, sono propri dei /eucociti 
neutrofili. I leucociti eosinofili ricchi di istammina 
e eparina intervengono in stadi successivi dell’in- 
fiammazione e sono addetti alla digestione dei com- 
plessi antigeni (batterici)-anticorpi che nel frattem- 
po si sono formati. / /ewcociti basofili esercitano 
pure la chemiotassi, hanno un apparato lisosomale 
poco sviluppato, ma sono molto ricchi di istammi- 
na, che liberano, contribuendo molto attivamente a 
determinare lo stato edematoso. I monociti presen- 
tano spiccata chemiotassi e dopo essersi trasforma- 
ti in macrofagi partecipano alla /agocitosi di mi- 
croorganismi esogeni. Fra l’altro essi (in particola- 
re quelli presenti nella milza) adempiono al compi- 
to di fagocitare e degradare gli eritrociti “vecchi” e 
difettosi previa loro cattura dal circolo ematico (eri- 
trofagocitosi). 
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zione - La sinapsi e i neurotrasmettitori - | principali neurotrasmettitori: ace- 
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Ossido nitrico - Neuropeptidi 

Trasduzione degli stimoli sensoriali: meccanismo della visione 

Fattore di crescita delle cellule nervose: “Nerve growth factor” 
Metabolismo del tessuto nervoso - Glucidi - Lipidi e corpi chetonici - 
Amminoacidi 

Barriera ematoencefalica 


INTRODUZIONE 


La sopravvivenza degli organismi, in particolare di quelli più complessi come l’uo- 
mo, è in gran parte dipendente dalla loro capacità di rispondere adeguatamente, sul 
piano sia metabolico sia comportamentale, a stimoli esogeni ed endogeni di varia na- 
tura, fra cui, molto importanti, quelli recepiti dall’apparato sensoriale. A queste rispo- 
ste sono preposti il sistema nervoso, il sistema endocrino e quello immunitario, per al- 
tro correlati tra di loro; l’ipotalamo è la porzione del sistema nervoso preposta all’in- 
tegrazione con il sistema endocrino. 

Di questi sistemi quello capace di elaborare le risposte più rapide, e talmente ela- 
borate da determinare il comportamento, è il sistema nervoso, distinto in centrale e pe- 
riferico. Nell’uomo adulto il tessuto costituente il sistema nervoso rappresenta il 2,5- 
3,0% del peso corporeo, e il rapporto in peso fra sistema nervoso centrale e periferico 
è di circa 10 a 1. // tessuto costituente il sistema nervoso è quello che, per unità di pe- 
so, ha (a) il maggior fabbisogno energetico e quindi il maggior consumo di O, e la 
maggiore richiesta di glucosio, in quanto utilizza pressocché solo glucosio come com- 
bustibile, (b) il più elevato “turnover” proteico, e (c) il maggiore sviluppo di membra- 
ne, e quindi il più elevato contenuto di lipidi complessi. 


I COMPONENTI CELLULARI DEL SISTEMA NERVOSO: 
NEURONI E GLIA 


I componenti cellulari principali del sistema nervoso sono le ce//u/e nervose, ecci- 
tabili, e le ce//u/e gliali o glia, non eccitabili. Le cellule nervose hanno la peculiare ca- 
pacità di generare e trasmettere l’impulso nervoso, particolare segnale bioelettrico, 
che è l’espressione dello stato di eccitamento. Esse sono presenti nel sistema nervoso 
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centrale e periferico in molti differenti tipi. Si di- 
stinguono i neuroni sensoriali addetti a recepire se- 
gnali, gli interneuroni che elaborano ed integrano i 
segnali, e i neuroni motori che ricevono segnali dai 
neuroni sensoriali o dagli interneuroni e li trasmet- 
tono come stimoli alle cellule muscolari o altre cel- 
lule recettive. Le cellule gliali hanno fondamental- 
mente una funzione di protezione e controllo meta- 
bolico, e si distinguono in macrogliali (astrociti; 
oligodendrociti, e cellule di Schwann) e microgliali. 

Il neurone è costituito da un corpo cellulare 0 s0- 
ma, provvisto degli organelli o delle strutture sub- 
cellulari proprie delle cellule (nucleo, mitocondri, 
lisosomi, perossisomi, reticolo endoplasmatico, ap- 
parato di Golgi, citoscheletro, ecc.) e dotato di più 
o meno folte ed estese ramificazioni denominate 
dendriti. Nei contatti con gli altri neuroni soma e 
dendriti costituiscono l’area ricevente. Dal soma 
del neurone si diparte una lunga estensione filifor- 
me, di lunghezza variabile fra l’ordine dei um a 
quello dei dm, detta assone, lungo la quale si propa- 
ga unidirezionalmente l’impulso nervoso, che viene 
trasmesso ad altri neuroni, oppure alle fibre musco- 
lari, o ad altre cellule recettive (Fig. 28.1). Per tutta 
la sua lunghezza l’assone è generalmente rivestito 
da una guaina mielinica che ha proprietà isolanti e 
consente un più rapido movimento degli ioni lungo 
l’assone. La guaina mielinica è costituita nel siste- 
ma nervoso periferico da cellule di Schwann, ap- 
piattite, che si avvolgono attorno all’assone, e nel 
sistema nervoso centrale da prolungamenti degli 
oligodendrociti. La guaina mielinica si interrompe 
periodicamente nei nodi di Ranvier, a livello dei 
quali i canali voltaggio dipendenti per il Nasi ac- 
centrano e la membrana plasmatica dell’assone (as- 
solemma) è direttamente a contatto con l’ambiente 
extracellulare. Per questo motivo la conduzione 
dell’impulso nervoso, lungo l’assone mielinizzato, 
avviene a “salti” da un nodo di Ranvier a quello 
successivo (conduzione saltatoria). I neuroni mieli- 
nizzati conducono gli impulsi nervosi con una velo- 
cità di due ordini di grandezza superiore a quella 
dei neuroni non mielinizzati. 

Il soma, con i suoi organuli, provvede alla bio- 
sintesi delle proteine e degli altri componenti cellu- 
lari macromolecolari, alla produzione di energia (sì 
tenga presente che la propagazione degli impulsi 
nervosi è un processo energeticamente molto di- 
spendioso), alla elaborazione dei neurotrasmettitori 
o di loro precursori e alla predisposizione di tutte le 
molecole e microstrutture che vengono trasportate 
nel flusso assonale anterogrado. 

Una volta sviluppati e differenziati morfologica- 
mente e funzionalmente, i neuroni cessano di dupli- 
carsi. Il loro nucleo sintetizza infatti RNA, adibito 












Assone di 
un neurone 
afferente 


Dendriti 
Soma 
Nucleo i 
Ex Assone di 
> un neurone 
afferente 
Mitocondrio 


Assone 


Nodi di 
Ranvier 


Terminazioni 
nervose 


Cellula ricevente 


Figura 28.1 Caratteristiche generali di un neu- 
rone e delle sue connessioni con cellule recetto- 
riali o riceventi. 


La cellula recettoriale può essere un altro neurone, una fi- 


brocellula muscolare (neurone motorio), una cellula 
ghiandolare secernente, etc. A sua volta il neurone può ri- 
cevere segnali dall’assone di un neurone a monte (neuro- 
ne afferente). 


alla sintesi proteica, ma non DNA. Si spiega così la 
scarsa o nulla capacità di riparazione delle cellule 
nervose. Solo se il soma rimane intatto l’assone 
danneggiato o reciso può essere riformato. 


L’assone contiene una serie di microfilamenti e 
microtubuli regolarmente giustapposti, lungo i qua- 
li possono scorrere in direzione distale organelli 
subcellulari, proteine, fosfolipidi ed altre sostanze 
sintetizzate nel soma e destinate ad essere utilizzate 
perifericamente, specie a livello della pre-sinapsi. E 
questo il flusso o trasporto assonale anterogrado di 
tipo rapido (50-500 mm al giorno) o /ento (1-3 mm 
al giorno). È possibile anche un /lusso assonale di 
molecole, di solito cataboliti, ma anche di sostanze 
assunte dallo spazio intersinaptico (quali il fattore 
di crescita nervoso, NGF), retrogrado (velocità: 
150-200 mm al giorno) che dalle terminazioni ner- 
vose porta al soma. L’assone termina con una strut- 
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Figura 28.2 Rappresentazione schematica della barriera ematoencefalica 





tura corpuscolata (generalmente multipla) detta si- 
napsi”, che lo connette con i dendriti o con il soma 
del neurone successivo. La sinapsi è costituita da 
una pre-sinapsi (contenente vescicole sinaptiche e 
mitocondri) appartenente al neurone afferente ed 
una post-sinapsi, appartenente al neurone efferente. 
La zona di connessione fra le due parti della sinap- 
si è la fessura sinaptica, contenente una fine trama 
fibrillare di connessione. Gli assoni dei neuroni ter- 
minali posseggono un analogo dispositivo che li 
connette con la cellula bersaglio che a sua volta ri- 
sponde alla stimolazione nervosa, quale la p/acca 
motrice con la cellula muscolare. 

Il sistema nervoso contiene 10!!-10!* neuroni e 
ogni singolo neurone è connesso con centinaia, 0 
migliaia, di altri neuroni. Da questo complesso si- 
stema di connessioni neuronali dipendono non solo 
le funzioni vitali fondamentali — respirazione, batti- 
ti cardiaci, movimenti, secrezioni ecc. — ma anche 
quelle più elevate, quali la memoria e l’intelligenza. 

Le cellule della glia circondano i neuroni, rispet- 
to ai quali sono nel rapporto di 10 a 1. Ai neuroni le 
cellule gliali offrono supporto (e isolamento) mec- 
canico e assistenza metabolica. Si è già fatto cenno 
alle cellule di Schwann, e agli oligodendrociti, che 
costituiscono la guaina mielinica. Gli astrociti, 
provvisti di una abbondante arborizzazione di pro- 
lungamenti filamentosi, circondano i neuroni e sta- 
biliscono diretti contatti con i capillari attraverso 
prolungamenti che, espandendosi in pedicelli va- 


scolari, tappezzano come un involucro la superficie 
esterna dell’endotelio vasale. Il contatto con gli 
astrociti funge da stimolo per le cellule endoteliali, 
che formano strette giunzioni fra di loro. L'insieme 
delle cellule endoteliali dei capillari e dell’involu- 
cro gliale costituisce la barriera ematoencefalica 
che agisce da filtro selettivo fra il sangue e le cellu- 
le neuronali (Fig. 28.2). Gli scambi di metaboliti fra 
astrociti e neuroni sono molto intensi e molti nu- 
trienti vengono trasferiti dagli astrociti ai neuroni. 
Si ritiene che la glia produca composti necessari al- 
lo sviluppo, alla sopravvivenza e al recupero fun- 
zionale dopo lesione dei neuroni e che intervenga 
criticamente nella regolazione della composizione 
del liquido extracellulare nel quale i neuroni sono 
immersi. Per esempio le cellule gliali captano ioni 
K* ed alcuni neurotrasmettitori, quali il GABA, ri- 
lasciati dai neuroni. 

Le cellule microgliali, con una arborizzazione 
periferica meno sviluppata rispetto agli astrociti, 
hanno prevalentemente funzione protettiva. In pre- 
senza di stimoli di natura infiammatoria o di insulti 
locali (traumi, ischemia, etc.), si attivano, prolifera- 
no, sviluppano una rete di prolungamenti, migrano 
verso le zone lese ed esercitano una efficace azione 
di fagocitosi. 

A differenza dei neuroni tutte le cellule gliali 
conservano la capacità di proliferare. 

Nel sistema nervoso centrale (particolarmente 
nel cervello e nel cervelletto), i corpi neuronali e 


"Sono disponibili procedure che consentono di preparare, partendo da sostanza grigia nervosa, strutture sinaptiche comple- 
te o porzioni presinaptiche (dette anche terminazioni nervose o sinaptosomi). Da queste preparazioni possono essere isola- 


te vescicole sinaptiche. 
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parte delle cellule gliali formano la cosiddetta so- 
stanza grigia, mentre fasci di assoni mielinizzati 
formano la sostanza bianca. L’encefalo è anche ca- 
ratterizzato dalla presenza di un sistema di cavità 
interconnesse (i ventricoli) contenenti il liquido ce- 
falorachidiano (0 liquor). 


I COMPONENTI CHIMICI 
FONDAMENTALI DEL SISTEMA 
NERVOSO 


La composizione chimica del sistema nervoso è 
simile a quella degli organi e tessuti parenchimatosi 
dell’organismo, ma con aspetti peculiari che rifletto- 
no le caratteristiche morfologico-funzionali proprie 
del sistema nervoso: (a) l'enorme sviluppo dei pro- 
lungamenti dendritici e assonali dei neuroni e delle 
arborizzazioni delle cellule gliali, da cui l’ingente 
ampiezza delle membrane plasmatiche rispetto alla 
massa citoplasmatica e quindi l'abbondanza dei lipi- 
di di membrana; (b) il metabolismo amminoacidico 
e proteico incentrato sulla eccitabilità e la trasmis- 
sione dello stimolo nervoso. Su questa base non stu- 
pisce la notevole differenza composizionale fra so- 
stanza grigia e bianca. I dati composizionali più rile- 
vanti del cervello umano (oppure, separatamente, 
della sostanza grigia e sostanza bianca), confrontati 
in alcuni casi (anioni, cationi e amminoacidi) con 
quelli del liquor e del plasma ematico sono riportati 
nelle Tabelle 28.I, 28.II e 28.III. Si osservi il notevo- 
lissimo contenuto di acqua nella sostanza grigia (è il 
comparto tissutale più ricco di acqua dell’organi- 
smo, secondo solo al sangue) e quello molto elevato 
dei lipidi nella sostanza bianca (solo il tessuto adipo- 
so ha un contenuto percentuale di lipidi superiore a 
quello della sostanza bianca, per quanto in quest’ul- 
tima si tratta di lipidi strutturali - fosfolipidi e glico- 
lipidi-, mentre nel tessuto adiposo di trigliceridi). Si 
noti pure la grande abbondanza di alcuni amminoa- 
cidi liberi nel cervello, quali acido glutammico, glu- 
tamina, acido aspartico, serina, treonina, glicina, e la 
presenza esclusiva nel cervello, in notevole quanti- 
tà, di acido N-acetilaspartico. 


TRASMISSIONE DELL'IMPULSO 
NERVOSO 


Potenziale di riposo e potenziale 
d'azione 


In condizioni di riposo, cioè quando il neurone 
non è eccitato, sulle due facce della membrana neu- 
ronale si stabilisce un potenziale di circa -70 mV 


Tabella 28.I 


Principali componenti della sostanza grigia e della so- 
stanza bianca del cervello umano (individuo adulto). ll 
contenuto di ciascun componente è espresso in g/100 
g di peso fresco. 
















a “ _ 
—_ — te o YI z 04.0. è DS > R7F4 6 


Frotelipii 105 24 


Fostotidicolima — 16 | 20 — 
Fostotidiserimo | 08 | 12 _ 
Fosfoinoifidi = 016 | 0,14 _ 
Plesmelogeni 07 | 18 
[Solfen —| on] 09° 
Gonglisidi 08 | 005 
Miner [OMO | 18 


(*) Si tratta di una proteina (PLP “proteolipoprotein”) 
solubile in solventi organici, quali il cloroformio, di cui 
è particolarmente ricca la mielina. 

(**) La più abbondante proteina della mielina è la 
proteina basica della mielina (MBP “myelin basic pro- 
tein”). Altre proteine specifiche della mielina sono la 
MAG (“myelin associated glycoprotein) e la PLP. qui 
sopra citata. 

(***) Come glicogeno e proteoglicani 


















(stato di polarizzazione). Questa differenza di po- 
tenziale (potenziale di riposo), che polarizza l’asso- 
ne con cariche negative all’interno e positive all’e- 
sterno (Fig. 28.3) è il risultato della permeabilità se- 
lettiva della membrana neuronale agli ioni, analoga 
a quella di tutte le membrane cellulari. Infatti, mol- 
ti anioni — proteine, acidi nucleici ed altri anioni or- 
ganici — non possono passare all’esterno dell’asso- 
ne. Inoltre, come conseguenza dell’azione costante 
della pompa Na*, K*, o ATPasi-Na*, K° dipenden- 
te, per Na*, K* e CI vengono stabiliti gradienti di 
concentrazione con Na' più concentrati all’esterno 
dell’assone rispetto all’interno (145 mM contro 5- 
15 mM), K° più concentrati all’interno (140 mM 
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Tabella 28.II 


Contenuto di amminoacidi liberi e loro derivati nel cervello, liquor e plasma ematico umani, Il contenuto è 
espresso come umol/100 g di cervello o 100 ml di liquor o plasma. 
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contro 5 mM), e CI più concentrato all’esterno 
(110 mM contro 4 mM). 

Quando il neurone viene eccitato, si origina un 
potenziale di azione che si propaga distalmente lun- 
go l’assone come un’onda, alla velocità anche di ol- 
tre 100 mal secondo e senza diminuire intensità du- 
rante la propagazione. Ciò avviene perché il poten- 
ziale elettrochimico di membrana si modifica da 
-—70 a +30 mV per ritornare a -80 mV, e quindi ag- 
giustarsi lentamente al valore di riposo (Fig. 28.3). 
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Questo processo di depolarizzazione e ripolarizza- 
zione (definito come potenziale d'azione) avviene 
per una profonda modificazione della permeabilità 
della membrana rispetto agli ioni Na' e K*. Durante 
la fase di depolarizzazione la permeabilità agli ioni 
Na* aumenta più rapidamente ed intensamente di 
quella relativa agli ioni K*, sicché entrano nell’as- 
sone più Na* di quanti K* ne escano. Ne consegue 
una temporanea inversione della polarità della 
membrana (positiva all’interno e negativa all’ester- 


848 è Biochimica del sistema nervoso 


Tabella 28.III 


Principali cationi ed anioni del cervello, liquor e pla- 
sma ematico umani. Il contenuto è espresso in m 


equiv./g di cervello o ml di liquor o plasma. 
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no, Fig. 28.3). Non appena la permeabilità relativa 
ai Na* è ritornata ai valori basali, quella relativa ai 
K* è ancora più elevata della norma, donde la iper- 
polarizzazione. 

Per capire la genesi del potenziale d’azione biso- 
gna considerare che il primo evento è la depolariz- 
zazione della membrana neuronale causata dell’a- 
pertura di canali ionici controllati da neurotrasmet- 
titori (vedi paragrafi successivi su “/igand-gated 
ion channels” e recettori ionotropici). L'apertura di 
canali per il sodio in seguito al legame del neurotra- 
smettitore permette un flusso di ioni sodio verso 
l’interno del neurone che porta il potenziale di 
membrana a valori meno negativi (fase di depola- 
rizzazione lenta). Il raggiungimento di un cosiddet- 
to valore soglia critico (tra -60 e -40 mV) provoca 
l'apertura massiva di una c/asse di canali ionici 





Chiusura canali del sodio voltaggio-dipendenti ed 
apertura canali del potassio voltaggio-dipendenti 
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Figura 28.3 Fasi del potenziale d'azione 





(1) Depolarizzazione lenta fino al valore soglia; (2) depo- 
larizzazione rapida ed inversione del potenziale in segui- 
to ad apertura di canali al sodio voltaggio-dipendenti; (3) 
ripolarizzazione in seguito ad inattivazione dei canali del 
sodio e apertura dei canali del potassio-potenziale-di- 
pendenti. 


controllati dal voltaggio ‘(voltage gated ion can- 
nels”, o canali sensibili al voltaggio o voltaggio-di- 
pendenti) selettivamente permeabili al sodio. 
Questo ulteriore brusco aumento della permeabilità 
al sodio causa un massivo ingresso di sodio lungo il 
gradiente di concentrazione con la conseguente va- 
riazione del potenziale di membrana che raggiunge 
valori di +30 mV in meno di un millisecondo (fase 
di depolarizzazione rapida ed inversione del poten- 
ziale di membrana da negativo a positivo). Tuttavia 
i canali del sodio vanno rapidamente incontro ad 
una cosiddetta ‘“inattivazione” (canale chiuso ma 
non attivabile per il movimento di un dominio del- 
la stessa proteina che ostruisce il poro), mentre si 
aprono ì canali controllati da voltaggio selettiva- 
mente permeabili agli ioni potassio (canali voltag- 
gio-dipendenti per il potassio). La fuoriuscita degli 
ioni potassio lungo il gradiente di concentrazione 
porta rapidamente il potenziale verso valori negati- 
vi fino a raggiungere il valore di equilibrio per il 
potassio (-80 mV, fase di ripolarizzazione). A questi 
valori si verifica la chiusura dei canali per il potas- 
sio, un ritorno più lento verso i valori del potenzia- 
le di riposo (-70 mV) ed il ripristino dello stato 
chiuso ma attivabile dei canali per il sodio. 
L’ampiezza della variazione di potenziale di mem- 
brana che si osserva durante un potenziale d’azione 
è fissa e non dipende dalla intensità dello stimolo 
iniziale che lo ha generato purchè venga superata 





una soglia (/egge del tutto o nulla). In altre parole si 
tratta di un meccanismo auto-rigenerante che si ve- 
rifica al superamento di un valore soglia. Il poten- 
ziale di azione si genera nel soma neuronale e si 
propaga lungo l’assone: una caratteristica importan- 
te è proprio la capacità di propagazione lungo l’as- 
sone senza un decremento della ampiezza. Nel 
meccanismo di propagazione degli assoni non mie- 
linizzati, detto “punto a punto”, una zona della 
membrana, già soggetta all’inversione di potenzia- 
le, induce la depolarizzazione di una zona adiacen- 
te ancora in riposo, permettendo il superamento del 
valore soglia. Nel meccanismo di conduzione salta- 
toria degli assoni mielinizzati il potenziale di azio- 
ne si propaga da un nodo di Ranvier al successivo (i 
nodi di Ranvier sono interruzioni periodiche della 
guaina mielinica che rappresentano il punto di pas- 
saggio tra una cellula gliale mielinizzante e la suc- 
cessiva) con un conseguente aumento della velocità 
di conduzione. 

Il passaggio degli ioni Na* e K* attraverso la 
membrana assonale avviene lungo “canali”, for- 
mati da proteine intrinseche. La pervietà di questi 
canali è dipendente dal potenziale di azione che si 
propaga lungo l’assone (canali voltaggio-sensibili 
per gli ioni Na* e K*). Il canale per gli ioni Na* pro- 
prio del cervello di mammifero, è un eterotrimero 
formato da una subunità o. (PM 260.000), una sub- 
unità Bj (PM 36.000) e una subunità PB, (PM 
33.000), tutte transmembrana e protrudenti sulla su- 
perficie della membrana, con esposizione di seg- 
menti altamente glicosilati (Fig. 28.4). La subunità 
o. è legata alla f, attraverso un ponte disolfuro, e 
possiede nella sua porzione citoplasmatica alcuni 
siti suscettibili di fosforilazione. Nella subunità @, i 
cui terminali amminico e carbossilico sono a sede 
citoplasmatica, sono presenti 4 domini polipeptidi- 
ci (ciascuno con 300-400 amminoacidi) ravvicinati 
fra di loro e contenenti ciascuno 6 segmenti c-eli- 
cizzati transmembrana contigui: i secondi segmenti 
o-elicizzati dei quattro domini costituirebbero la 
parete del canale dei Na* e i quarti segmenti dei 
quattro domini i sensori del potenziale di membra- 
na; altri siti sempre della subunità o sono sensibili 
all’azione della fetrodotossina e della saxitossina, 
tossine fra le più velenose conosciute, che bloccano 
il passaggio degli ioni Na* attraverso il canale. 
Come è già stato detto i canali voltaggio-dipenden- 
ti del sodio sono caratterizzati da tre stati funziona- 
li sequenziali durante il potenziale di azione: 1) a 
riposo: stato chiuso ma sensibile all’attivazione da 
voltaggio, 2) attivato: stato aperto, che viene pro- 
mosso da una depolarizazione a valori soglia 3) 
inattivato: stato chiuso non attivabile dal voltaggio, 
che risulta dalla chiusura del canale da parte di un 
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domino della porzione intracellulare della proteina. 
L’inattivazione del canale viene rimossa quando il 
potenziale di membrana torna a valori negativi alla 
fine della fase di ripolarizzazione. 

I canali per gli ioni Na* sono uniformemente di- 
stribuiti sulla membrana negli assoni non mieliniz- 
zati (circa 20 canali per um?), mentre sono raccolti a 
“cluster” ed eccezionalmente abbondanti nei nodi di 
Ranvier (10.000 per um?) delle fibre mielinizzate. 

Il canale voltaggio sensibile per gli ioni K*-è un 
tetramero di subunità a disposte ad anello attorno 
al canale (Fig. 28.4). Le subunità a del canale per 
gli ioni K* sono simili ai domini del canale per gli 
ioni Na*: contengono infatti un unico dominio poli- 
peptidico transmembrana costituito da 6 segmenti 
o-elicizzati contigui. Le subunità f sono subunità 
ausiliarie che modulano l’attività del canale forma- 
to dalle subunità O. 

I canali per i Na* possono essere bloccati nella 
forma sia aperta che chiusa: la tetrodotossina bloc- 
ca nella prima forma, la batracotossina nella secon- 
da. Sono noti anche bloccanti dei canali per gli ioni 
K* quali la 4-ammino-piridina e il tetrametil-am- 
monio. 


NH 
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Figura 28.4 Architettura molecolare dei canali dei Na+ e dei K*-voltaggio sensibili nella membra- 


na plasmatica delle cellule neuronali. 


(A) Rappresentazione schematica dei canali del Nat e dei K+; (B) modello di sistemazione della subunità a dei cana- 
li dei Na* e del K* nella membrana con indicazione dei dorolri transmembrana (4 per il canale dei Na*, 1 per il ca- 


nale dei K*) ciascuno costituito da segmenti a-elicizzati; (C) 


modello di definizione del canale dei Na* da parte dei 


secondi segmenti dei 4 domini transmembrana presenti nella subunità a dello stesso canale. 


Il ripristino del gradiente ionico normale, e 
quindi del potenziale di riposo, è assicurato dalla 
pompa “Na*, K*”, che, a spese dell’energia rila- 
sciata dal legame fosforico dell’ ATP, espelle contro 
gradiente Na” e fa entrare K* Più precisamente que- 
sta pompa, che è inibita dalla ouabaina, trasporta 


fuori 3 Na” e simultaneamente fa entrare 2 K+ per 


ogni mole di ATP idrolizzato in ADP, È appunto 
questo squilibrio fra quantità trasportata di Na* e K* 
che genera e mantiene il potenziale elettrochimico 
sopraddetto (Fig. 28.5). Per un breve periodo di 
tempo successivo alla ripolarizzazione l’assone non 


è suscettibile di depolarizzazione (periodo refratta- 
rio); ciò limita la frequenza degli impulsi nervosi. 


La sinapsi ed i neurotrasmettitori 


Come già ricordato, la sinapsi è la struttura che 
connette l’estremità assonale terminale di un neuro- 
ne con il dendrite, o il soma, del neurone successi- 
vo, 0 più generalmente con la cellula recettiva, ed 
ha la funzione di trasmettere lo stato di eccitazione 
(o potenziale d’azione) dal neurone alla cellula re- 








esterno 
+ + + + + + 
membrana 
assonale 
interno 
3 Na* ADP 
+ 
Pi 


Figura 28.5 Pompa sodio-potassio. 


A spese dell'ATP la pompa mantiene il gradiente elettro- 
chimico attraverso la membrana assonica; espelle infatti 
K* e introduce Na* contro gradiente. La pompa è inibi- 
ta dalla ovabaina. P = pompa Na*, K*. 


cettiva. La trasmissione sinaptica può essere di due 
tipi: sinapsi elettrica o sinapsi chimica. In quella 
elettrica la membrana avvolgente l’estremità dista- 
le del neurone afferente è pressoché a contatto con 
quella del neurone efferente (lo spazio che separa le 
due membrane è di solo 2 nm) e l’evento bioelettri- 
co che ha investito la membrana del neurone affe- 
rente (apertura dei canali dei Na* e dei K* e forma- 
zione del potenziale d’azione) coinvolge diretta- 
mente la membrana del neurone efferente. In realtà 
le cosiddette ‘cap junctions” (giunzioni intervalla- 
te o comunicanti) rappresentano le principali strut- 
ture responsabili della formazione delle sinapsi 
elettriche nel sistema nervoso dei mammiferi. Le 
gap junctions sono dei canali proteici intercellulari 
formati dall’unione di due emicanali (0 connessoni) 
inseriti nello spessore delle membrane plasmatiche 
di due cellule neuronali adiacenti. Ciascun emica- 
nale è formato dall’assemblaggio di sei subunità 
proteiche dette connessine, che s1 dispongono ra- 
dialmente attorno a un poro centrale. Tali canali 
permettono, quindi, il passaggio diretto di correnti 
ioniche, e quindi di segnali elettrici, tra neuroni 
adiacenti. E importante sottolineare che, nel sistema 
nervoso dei mammiferi, le sinapsi elettriche forma- 
te da gap junctions neuronali sono principalmente 
di tipo dendro-dendtritico. 

La sinapsi a trasmissione chimica rappresenta il 
tipo più comune di sinapsi nel sistema nervoso dei 
mammiferi e, per consuetudine, il termine sinapsi 
non seguito da alcun attributo fa riferimento alla si- 
napsi chimica (Fig. 28.6): di forma ovoidale, com- 
prende la terminazione assonica (presinapsi) del 
neurone a monte, ed una porzione dendritica o so- 
male (postsinapsi) del neurone (o cellula recettoria- 
le in generale) a valle. Presinapsi e postsinapsi sono 
separate da una fessura (/essura sinaptica) dell’am- 
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piezza di 20 nm circa, a causa della quale gli impul- 
si nervosi che arrivano all’estremità distale del neu- 
rone a monte non possono essere direttamente tra- 
smessi all’estremità prossimale del neurone succes 
sivo. Ciò avviene solo attraverso l'intervento di #1 


diatori chimici o neurotrasmettitori. Questi, all'ar 
rivo dell’onda di depolarizzazione, vengono rila 
sciati dalla presinapsi nella fessura sinaptica e, le 
gandosi a specifici recettori della postsinapsi, indu 
cono nel neurone ricevente un impulso nervoso cor- 
rispondente a quello pervenuto dal neurone a mon- 
te (Fig. 28.7). 

A seconda della loro natura chimica i neurotra- 
smettitori sono sintetizzati o nel reticolo endopla- 
smatico del soma, e poi trasferiti con il flusso asso- 
nale, o direttamente nella presinapsi, dove vengono 
depositati in vescicole (vescicole sinaptiche), di 
diametro variabile fra 50 e 100 nm, fino al momen- 
to della loro utilizzazione. Il completamento della 
sintesi del neurotrasmettitore può, in taluni casi, av- 
venire entro le vescicole sinaptiche. In molti casi 
l’assunzione del neurotrasmettitore (o di un suo 
precursore) entro la vescicola sinaptica è un proces- 
so attivo, mediato da un trasportatore che interna- 
lizza il neurotrasmettitore con espulsione di proto- 
ni. I protoni, a loro volta, vengono riassunti dalla 
vescicola, attraverso una pompa protonica ATP-asi 
dipendente. Il processo di assunzione del neurotra- 
smettitore entro la vescicola sinaptica è schematiz- 
zato nella figura 28.8. La vescicola sinaptica ‘“ma- 
tura” nella terminazione nervosa a partire da una 
pre-vescicola, confezionata nel soma neuronale e 
trasferita in periferia per flusso assonale anterogra- 
do (vedi Fig. 28.6). 

Il rilascio dei neurotrasmettitori dalla presinapsi 
avviene nella fessura sinaptica per secrezione da 
parte delle vescicole che li contengono, attraverso 
un processo di esocifosi, previa fusione delle vesci- 
cole con la membrana sinaptica. Il nesso meccani- 
cistico fra stimolo nervoso (depolarizzazione della 
membrana) e rilascio dei neurotrasmettitori è rap- 
presentato da un brusco aumento della concentra- 
zione dei Ca?* indotto dalla depolarizzazione. Sulla 
membrana presinaptica, infatti, sono presenti cana- 
li, sensibili al voltaggio, per gli ioni Ca** che, 
quando investiti dal potenziale d’azione, si aprono, 
consentendo il rapido flusso dei Ca?* dall’esterno 
all’interno della presinapsi. Gli ioni Ca?* da una 
parte si legano alla superficie delle vescicole sinap- 
tiche e, dall’altra, combinandosi con la ca/moduli- 
na; attivano una proteina chinasi, la proteina china- 
sî II , che fosforila una sinapsina I, ecto-proteina 
della membrana vescicolare. La combinazione dei 
due eventi fa sì che le vescicole si staccano dall’an- 
coraggio all’actina del citoscheletro (la sinapsina | 
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Figura 28.6 Rappresentazione schematica di una sinapsi chimica 


non fosforilata, interagendo con l’actina del cito- 
scheletro permette l’aggancio della vescicola a que- 
sta struttura; a seguito della fosforilazione l’aggan- 
cio si rompe e la vescicola può approcciare la mem- 
brana pre-sinaptica), si avvicinano e quindi si fon- 
dono con la membrana sinaptica, svuotando il con- 
tenuto di neurotrasmettitori nella fessura intersinap- 
tica. Il processo è “quantale” perché la minima 
quantità di neurotrasmettitore che viene rilasciato è 
quella contenuta in una singola vescicola sinaptica. 

La fusione della vescicola sinaptica con la mem- 
brana presinaptica, innescata dall’innalzamento 
della concentrazione di Ca?* nella presinapsi, è una 
forma di esocitosi ed è centrata sull’ancoraggio del- 
la superficie della vescicola alla faccia citosolica 
della membrana presinaptica in siti specifici. A con- 
sentire l’ancoraggio concorrono componenti della 
membrana presinaptica e componenti della mem- 
brana vescicolare, entrambi attivati dal Ca?*. 
L’ancoraggio consiste nella formazione di un com- 
plesso SNARE (SNAp and NSF Attachment 
REceptors) costituito da componenti della membra- 
na vescicolare (V-vesicular-SNARE comprendente 


la sinaptobrevina, la sinaptotagmina la proteina 
Rab 3, una GTP-asi), e componenti della membra- 
na presinaptica (/-target-SNARE, comprendente la 
sintassina e lo SNAP-25). Il complesso si forma se 
la proteina citosolubile n-Sec/ (che blocca la sin- 
tassina) non interagisce con il t-SNARE. 
L’allontanamento della n-Sec/ dal t-SNARE è co- 
munque effettuata dalla Rab3 con concomitante tra- 
sformazione del GTP in GDP. Formatosi il com- 
plesso due proteine citosolubili vi si associano: 
I’NSF (‘‘N-ethylmaleimide sensitive factor”), una 
ATP-asi, e la o-SNAP. L’NSF, diventata così attiva, 
idrolizza 1’ ATP e il complesso SNARE si dissocia: 
le due membrane si fondono con conseguente et- 
flusso del neurotrasmettitore. Questi eventi sono 
schematizzati nella Figura 28.9. Le principali pro- 
teine della membrana delle vescicole sinaptiche so- 
no schematizzate nella Figura 28.10. 

Attraverso la fessura sinaptica il neurotrasmetti- 
tore raggiunge la postsinapsi dove si combina tran- 
sitoriamente con una specifica proteina di membra- 
na detta neurorecettore (Fig. 28.7). Il legame del 
neurotrasmettitore (di tipo eccitatorio) con il neuro- 
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CUTE 28.7 Trasmissione dell'impulso nervoso fra due neuroni mediata da un neurotrasmettitore 
a livello della sinapsi 


OO Li liane ‘—. lesi e iii 
Il neurotrasmettitore rilasciato dalla presinapsi per esocitosi, si lega ad un recettore specifico (R) sulla superficie della 
postsinapsi. Contemporaneamente il neurone a valle si depolarizza e trasmette distalmente l'impulso così generato. 
Se la cellula recettiva fosse una fibrocellula muscolare scheletrica, la depolarizzazione indotta dal neurotrasmettitore 
indurrebbe il rilascio dei Ca?+ dal reticolo sarcoplasmico e conseguente contrazione della fibra. 


Ai = potenziale d'azione; PK = proteina chinasi; ()= fosfato; S = sinapsina |; e= neurotrasmettitore; 
“ — metabolita del neurotrasmettitore; CC = canale ionico (Ca?*, Na' ); Rm = recettore metabolotropico; 
R!= recettore ionotropico; E = enzima metabolizzante il neurotrasmettitore; MS = messaggero secondario; 





>00000 = actina; f@_= trasportatore. 


recettore induce, direttamente o indirettamente, l’a- 
pertura transitoria di canali ionici per i Na* con con- 
seguente depolarizzazione della membrana e gene- 
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Figura 28.8 Schema del processo di assunzione 
del neurotrasmettitore (o di un suo precurso- 
re) all'interno di una vescicola sinaptica 





razione dell’impulso nervoso. Le modalità con cui 
si attiva questo evento sono diverse a seconda del 
tipo di neurorecettore coinvolto. Esistono due tipi 
di neurorecettori, neurorecettori ionotropici e neu- 
rorecettori metabotropici. I neurorecettori ionotro- 
pici sono essi stessi canali ionici, per esempio, dei 
Na* che si aprono a contatto con il neurotrasmetti- 
tore. I neurorecettori metabotropici, in presenza del 
rispettivo neurotrasmettitore, si attivano e danno 
inizio ad una catena di reazioni, coinvolgenti pro- 
teine G, che porta alla produzione di un secondo 
messaggero, quale cAMP, cGMP, inositolo 1,4,5 
trifosfato, Ca?*, diacilglicerolo, etc. Il secondo mes- 
saggero formato attiva una proteina chinasi che 
promuove la fosforilazione di proteine, tra le quali 
i canali ionici (canale dei Na*) che si aprono. Tra le 
proteine fosforilate sono incluse anche quelle (MAP 
cinasi, myc, jun, fos, etc.) capaci di modulare l'’e- 
spressione genica (è attraverso questo meccanismo 
che verrebbero consolidati i contatti interneuronali, 
essenziali nei processi di memorizzazione). Lo stes- 
so neurotrasmettitore può utilizzare più di un tipo di 
neurorecettore. 

Dopo aver stimolato il neurone postsinaptico il 
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Figura 28.9. Rilascio del neurotrasmettitore nello spazio intersinaptico per esocitosi. Schema del 
modello di fusione mediato dal complesso SNARE (v-SNARE + t-SNARE) 


neurotrasmettitore viene rapidamente rimosso dalla 
fessura sinaptica o per distruzione (metabolizzazio- 
ne) (vedi acetilcolina), o per ricaptazione nella pre- 
sinapsi (vedi noradrenalina), o per diffusione e de- 
finitiva rimozione da parte del flusso ematico. Tutti 
questi eventi (rilascio nella fessura, legame con il 
neurorecettore, e rimozione dalla fessura) devono 
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avvenire in un tempo molto breve, compatibile con 
la rapidità dell'impulso nervoso. In caso contrario 
la ripolarizzazione del neurone recettoriale non 
avrebbe tempo di verificarsi prima dell’arrivo del- 
l’impulso successivo. 


I neurotrasmettitori si distinguono in neurotra. 
smettitori eccitatori 0 neurotrasmettitori inibitori 
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Figura 28.10 Rappresentazione schematica della struttura e della topologia delle principali pro- 


teine delle vescicole sinaptiche 





(se ne vedano alcuni esempi nella Tabella 28.IV). / 
neurotrasmettitori eccitatori hanno come effetto fi- 
nale una depolarizzazione della membrana sinapti- 
ca con formazione del potenziale d’azione e quindi 
trasmissione dell’impulso nervoso. L'apertura del 
canale dei Na* è la base molecolare del loro effet- 
to. I neurotrasmettitori inibitori causano iperpola- 
rizzazione della membrana sinaptica e quindi impe- 
dimento alla formazione del potenziale d’azione e 
conseguente blocco della neurotrasmissione. 
L'apertura del canale dei CI» con conseguente au- 
mento di cariche negative sulla faccia citoplasma- 
tica della membrana, è la base della loro azione. 

E stata accertata la possibilità di co-trasmissio- 
ne, e cioè del contemporaneo rilascio di più di un 
neurotrasmettitore, di solito da parte di vescicole si- 
naptiche differenti. Nella co-trasmissione di norma 
un mediatore chimico funge da vero neurotrasmet- 
titore, e l’altro o gli altri (spesso di natura peptidi- 
ca), agiscono da neuro-modulatori. 


| principali neurotrasmettitori 


Sono oggi noti più di 50 neurotrasmettitori, cia- 
scuno dotato di proprietà eccitatorie o inibitorie a 
seconda delle zone nervose o dei tessuti periferici in 
corrispondenza dei quali agisce (Tabella 28.IV). Tra 
i neurotrasmettitori più comuni ricordiamo l’aceti/- 
colina e la noradrenalina. Le fibre nervose che uti- 
lizzano come neurotrasmettitore la acetilcolina so- 
no denominate co/inergiche, quelle che utilizzano 
la noradrenalina noradrenergiche. Tutte le fibre 
nervose che innervano i muscoli volontari (neuroni 
motori) sono colinergiche; quelle del sistema ner- 
voso autonomo (involontario) sono in parte coliner- 
giche ed in parte adrenergiche. Ad esempio le fibre 
che afferiscono ai muscoli lisci stimolandoli (stimo- 
lazione della peristalsi) sono colinergiche, quelle 
che vi afferiscono inibendoli (inibizione della peri- 
stalsi) sono noradrenergiche. 


Acetilcolina. L’acelticolina svolge le funzioni di 
neurotrasmettitore sia nel sistema nervoso centrale 
sia nel sistema periferico. Nell’ambito del sistema 
periferico sono neuroni colinergici: 1) i motoneuro- 
ni del midollo spinale i cui assoni formano i nervi 
motori somatici che terminano nei muscoli schele- 
trici, realizzando quelle particolari sinapsi che pren- 
dono il nome di giunzioni neuro-muscolari; 2) 1 
neuroni pre-gangliari del sistema nervoso simpatico 
e parasimpatico; 3) i neuroni post-gangliari del si- 
stema nervoso parasimpatico (i neuroni post.gan- 
gliari del sistema nervoso simpatico sono invece 
noradrenergici). 
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Tabella 28.IV 


Famiglie di neurotrasmettitori e esempi di neurotra- 


smettitori ad azione eccitatoria e inibitoria. 





Ad azione colinergica | Eccitatori 


Acetilcolina 
Acido aspartico 


Acetilcolina 


Ad azione adrenergi-| Dopammina 

ca (catecolammine) Istfammina 
Noradrenalina Noradrenalina 
Adrenalina ATP 


L-DOPA (diidrossi- 
fenilalanina) 

Dopammina 

Octopammina 


Acido glutammico 
5-idrossitriptammina 


Di natura aminoacidica | Inibitori 


o aminoacil-derivata GABA (acido 
GABA (acido y-amminobutirrico) 
y-amminobutirrico) Glicina 
Alanina 


Acido aspartico 
Cistationina 
Glicina 

Acido glutammico 
Istamina 

Prolina 
Serotonina 


Di natura peptidica 
Colecistochinina 
Encefaline ed 

endorfine 
Gastrina 
Gonadotropina 
Neurotensina 
Ossitocina 
Secretina 
Somatostatina 
Sostanza P 
Fattore di rilascio 

della tireotropina 
Vasopressina 
Peptide intestinale 

vasoattivo (VIP) 


Di natura nucleotidica 
ATP 


Di natura gassosa 
Monossido di carbonio 
(CO) 
Ossido nitrico (NO) 
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L’acetilcolina viene sintetizzata da colina ed 
acetil-CoA ad opera della colina acetil-trasferasi 
presente anche nella presinapsi colinergica, a livel- 
lo citosolubile: 


CHo —_ OH CH 

I 2 i _0Hs 3 

CHo TNT CHI + * Miei 
CHg O 

colina acetil-CoA 
n 
7018 
CHo TNT CH + CoA-SH 
CHg 
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Sangue<|== Acetato 


Nel tessuto nervoso il rifornimento di colina ed 
acetil-CoA avviene seguendo lo schema illustrato 
nella Fig. 28.11). La colina si forma dalla fosfatidil- 
colina per azione idrolitica promossa da una /0sf0- 
lipasi D, o da una fosfolipasi C, con produzione di 
fosfocolina, seguita da una fosfatasi che scinde la 
fosfocolina in colina. L’acetil-CoA è ottenuto dal 
piruvato (metabolita terminale della glicolisi) per 
decarbossilazione ossidativa, o dal citrato (citopla- 
smatico) per opera della citrato liasi. L’acetil-colina 
neoformata è trasportata all’interno della vescicola 
sinaptica per azione della proteina trasportatrice 
dell’acetilcolina, collocata nella membrana vesci- 
colare, con concomitante espulsione di protoni dal- 
la vescicola. Questo sistema di antiporto è sostenu- 
to da una pompa protonica (ATP-asi di tipo V) che 
immette protoni nella vescicola e determina un gra- 
diente di concentrazione protonico (vedi Fig. 28.8). 

Dopo essere stata rilasciata nella fessura sinapti- 
ca, l’acetilcolina si lega ai recettori colinergici che 
sono di due tipi nicofinico (in quanto attivato dalla 
nicotina) ionotropico, e muscarinico (stimolato dal- 
la muscarina) metabotropico, 
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Figura 28.11 Reazioni metaboliche dell’acetilcolina nel sistema nervoso. 





(1) Colina-acetiltrasferasi; (2)Acetilcolina esterasi; (3) Fosfolipasi D; 
(4) Fosfolipasi C; ()Fosfatasi; (€) Piruvato decarbossilasi; (7) citrato liasi. 
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I recettori colinergici nicotinici hanno tre princi- 
pali localizzazioni anatomiche: 1) recettori musco- 
lari localizzati a livello della giunzione neuromu- 
scolare del muscolo scheletrico 2) recettori gan- 
gliari responsabili della trasmissione a livello dei 
gangli simpatici e parasimpatici 3) recettori del 
SNC ampiamente diffusi a livello cerebrale. 

Il recettore dell’acetilcolina nicotinico è di tipo 
inonotropico, costituito da una glicoproteina tran- 
smembrana formata da 5 subunità proteiche che de- 
limitano un canale centrale attraverso il quale av- 
viene il flusso di cationi sodio e potassio. Sono no- 
ti diversi sottotipi recettoriali che differiscono per le 
subunità che li compongono e per la localizzazione 
anatomica. Per esempio il recettore nicotinico delle 
giunzioni neuromuscolari è formato da due subuni- 
tà a (PM 54.000 l’una), una subunità f} (PM 
56.000), una subunità y (PM 58.000) ed una ò (PM 
60.000) con una struttura complessiva di forma ci- 
lindrica (vedi Fig. 28.12). Ciascuna subunità è for- 
mata da una catena polipeptidica che attraversa 4 
volte la membrana con dei segmenti ad a-elica (4 
domini transmembrana) e che presenta le estremità 
amminoterminale e carbossiterminale a livello extra- 
cellulare. Le subunità o. contengono ciascuna un sito 
di legame per l’acetilcolina, il ligando che induce l’a- 
pertura del canale degli ioni Na*, espressione fun- 
zionale del recettore. 1 4 domini transmembrana ad 
o-elica sono uniti tra di loro da due anse (o “loop”) 
intracellulari ed una extracellulare. Il secondo domi- 
nio transmembrana di ogni subunità partecipa alla 
formazione delle pareti del canale per gli ioni Na* e 
K* a livello della sezione transmembrana. 

Il recettore dell’acetilcolina muscarinico è una 
glicoproteina (PM 70.000) appartenente alla fami- 
glia dei recettori a sette segmenti transmembrana 
accoppiati a proteine G. Sono recettori metabotropi- 
ci che agiscono tramite sistemi di secondi messag- 
geri. Si distinguono ‘5 tipi distinti, indicati dalla let- 
tera M seguita da un numero, che agiscono o atti- 
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Figura 28.12 Modello dell’'architettura struttu- 
rale e della funzione dei recettori nicotinico (io- 
notropico) e muscarinico (metabotropico) del- 
l'acetilcolina 





vando il sistema dei fosfoinositidi o tramite l’inibi- 
zione dell’adenilato ciclasi. I recettori M1 (“neuro- 
nali”) sono presenti principalmente nel SNC e nei 
gangli del sistema nervoso autonomo ed esercitano 
effetti eccitatori tramite la chiusura di canali per gli 
ioni K*, che risulta nella depolarizzazione di mem- 
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brana. I recettori M2 (‘‘cardiaci’’) sono presenti nel 
cuore e anche sulle terminazioni presinaptiche di 
neuroni periferici e centrali. Il loro effetto è di natu- 
ra inibitoria, ed è causato principalmente dall’aper- 
tura di canali per gli ioni X* e dall’inibizione dei ca- 
nali del calcio. Per esempio l’attivazione del recet- 
tore M2 è responsabile della riduzione della fre- 
quenza cardiaca (effetto cronotropo negativo) che si 
osserva dopo la stimolazione del nervo vago. I re- 
cettori M3 (“ghiandolari, muscolatura liscia”) pro- 
vocano la stimolazione della secrezione ghiandola- 
re e la contrazione della muscolatura liscia dei vi- 
sceri. I recettori M4 ed M5 sono presenti nel SNC. 

La idrolisi dell’acetilcolina in colina ed acetato è 
catalizzata dalla acetilcolina esterasi o semplice- 
mente co/linesterasi ectoenzima presente sulle 
membrane sinaptiche e prospiciente nella fessura 
sinaptica. La colina rientra nella presinapsi in un 
processo elettroforetico Na* dipendente, mentre l’a- 
cetato viene perduto per diffusione. La colina rias- 
sorbita viene utilizzata per la sintesi di nuova acetil- 
colina. L’acetilcolina esterasi è fortemente inibita 
dal diisopropilfluorofosfato che, analogamente ad 
analoghi achilfosfati, viene impiegato negli insetti- 
cidi o nei “gas nervini”. 


= 
(CH3)o Hi —-0—P—0—0H,—(0Hj, 
ii 
diisopropil fluorofosfato (DFP) 
O CHg 


| 
CHg=NH 6-0 


fisostigmina Lo CHg 


Somministrata per via endovenosa l’acetilcolina 
esplica una peculiare azione farmacologica che im- 
plica, fra l’altro, rallentamento del ritmo cardiaco, 
costrizione bronchiale e dilatazione delle arteriole. 

La miastenia gravis è una patologia neuromu- 
scolare caratterizzata da una riduzione dell’attività 
dell’acetilcolina a livello delle terminazioni nervo- 
se che innervano i muscoli volontari. Si tratta di una 
tipica patologia autoimmune e il blocco della tra- 
smissione colinergica è causato da anticorpi circo- 





Figura 28.13 Formazione, assunzione e rilascio da parte delle vescicole sinaptiche, interazioni con 
i recettori, inattivazione e metabolizzazione dell’acetilcolina in una sinapsi colinergica 


ACh: acetil-colina; Ac: acetile; Ch: colina; ACh-E: acetilcolina esterasi; AcT: colina acetiltransferasi. 





lanti che bloccano i recettori colinergici localizzati 
nelle giunzioni neuromuscolari. Un transitorio mi- 
glioramento di questa malattia si ottiene sommini- 
strando inibitori della colinesterasi, quale, ad esem- 
pio, la fisostigmina. 

La formazione, assunzione nelle vescicole sinap- 
tiche, rilascio, interazione con i recettori, degradazio- 
ne dell’acetilcolina in una sinapsi colinergica sono 
schematizzate nella Figura 28.13. 


Catecolammine 


I neurotrasmettitori di natura catecolamminica 
sono la noradrenalina, la adrenalina e la dopammi- 
na, fra di loro metabolicamente correlate. 

Noradrenalina e adrenalina. La noradrenalina, 
la più abbondante ed attiva delle catecolammine, 
agisce come neurotrasmettitore nei neuroni post 
gangliari del sistema nervoso simpatico ed in alcu- 
ne zone del sistema nervoso centrale. Nella presi- 
napsi dei neuroni adrenergici la noradrenalina è de- 
positata in vescicole, racchiudenti anche la dopam- 
mina-P-idrossilasi, l’enzima che catalizza la idros- 
silazione della dopamina in noradrenalina. Nelle 
stesse vescicole è pure contenuto ATP, e particolari 
proteine denominate cromogranine. L'ingresso del- 
le catecolamine entro le vescicole sinaptiche è affi- 
dato ad un trasportatore (antiporto) che scambia le 
amine con protoni (VMAT, Vesicular Monoamine 
Transporter). Questi vengono “pompati” nelle ve- 
scicole da una ATP-asi H' dipendente. L’antiporto 
catecolamine/protoni è inibito dalla reserpina. 

La noradrenalina, rilasciata per esocitosi delle 
vescicole che la contengono, si lega ai recettori 
adrenergici (recettori metabotropici a sette segmen- 
ti transmembrana accoppiati a proteine G). I recet- 
tori della noradrenalina e adrenalina sono stati de- 
scritti nel Capitolo “Biochimica degli ormoni”. Si 
conoscono diversi tipi di recettori adrenergici e la 
risposta cellulare innescata dalla noradrenalina di- 
pende dal tipo di recettore prevalente nel tessuto. I 
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noradrenalina adrenalina 


recettori adrenergici possono essere suddivisi in re- 
cettori & (ulteriormente suddivisi in ol e 2) e in 
recettori B (B1, B2, B3). Tutti i sottotipi di recettori 
B-adrenergici sono accoppiati, tramite proteine G, 
all’attivazione dell’adenilato ciclasi; 1 recettori | 
sono accoppiati al ciclo dei fosfoinositidi mentre gli 
o.2 hanno un accoppiamento inibitorio con l’adeni- 
lato ciclasi. Per esempio, nel caso della trasmissio- 
ne noradrenergica del sistema nervoso simpatico, 
l’attivazione dei recettori o1 è responsabile della 
contrazione della muscolatura liscia vasale (vasoco- 
strizione), l’attivazione dei recettori 1 dell’aumen- 
to della frequenza e della forza di contrazione car- 
diaca e l’attivazione dei recettori [32 del rilassamen- 
to della muscolatura liscia bronchiale (broncodila- 
tazione). 





OCH3 
I 
o CH, 
CH, OCH, 
Reserpina 


L’interazione della noradrenalina con il recetto- 
re specifico provoca apertura del canale Na', sensi- 
bile a ligandi. 

Ad azione espletata la noradrenalina viene “ri- 
pompata” nella presinapsi in un processo elettrofo- 
retico Na*-dipendente. Nel sistema nervoso simpa- 
tico la ricaptazione della noradrenalina nel termina- 
le presinaptico ad opera di un trasportatore indicato 
con l’acronimo NET (Norepinephrine Transporter) 
rappresenta il principale meccanismo per la termi- 
nazione della trasmissione noradrenergica. Ciò rap- 
presenta un’importante differenza con l’acetilcolina 
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Figura 28.14 Reazioni metaboliche delle catecolammine nel sistema nervoso 





che subisce invece una reazione di inattivazione 
metabolica già nella fessura sinaptica. 

La degradazione metabolica della noradrenalina e 
dell’adrenalina avviene essenzialmente mediante due 
classi di enzimi, le monoamminossidasi (MAO) e le 
catecol-O-metiltransferasi (COMT) (vedi Fig. 28.14). 

L’adrenalina, che agisce fondamentalmente co- 
me un ormone rilasciato dalla midollare del surre- 
ne, svolge anche il ruolo di neurotrasmettitore in al- 
cuni specifici gruppi di neuroni adrenergici nel si- 
stema nervoso centrale. 

La formazione, l’assunzione e il rilascio da par- 
te delle vescicole sinaptiche, l’inattivazione e il me- 
tabolismo di questi neurotrasmettitori sono schema- 
tizzati nella Figura 28.15. 


Dopammina o idrossitirammina. È il precursore 
della noradrenalina, ma essa stessa agisce come tra- 
smettitore in neuroni dopamminergici del sistema 
nervoso centrale coinvolti nel controllo della motri- 
cità (via nigrico-striatale), nelle funzioni cognitive, 
emotive e motivazionali (sistema meso-limbico e 
meso-corticale) e nella regolazione delle secrezioni 
endocrine ipofisarie (sistema ipotalamico tubero-in- 
fundibulare). La dopammina interagisce con specifi- 


ci recettori dopamminergici (indicati con la lettera D 
seguita da un numero), analoghi strutturalmente e 
funzionalmente a quelli adrenergici. 

SI distinguono 5 sottotipi recettoriali per la do- 
pamina e , in base all’omologia di sequenza, i recet- 
tori DI and DS, vengono raggruppati nella famiglia 
“DI1-like” e i D2, D3 and D4 nella famiglia “D2-li- 
ke”. Irecettori della famiglia “D1-like” sono accop- 
piati alla proteina Gs, che, attivando l’adenilato ci- 
clasi, provoca un aumento delle concentrazioni in- 
tracellulari di CAMP, mentre l’attivazione dei recet- 
tori della famiglia “D2-like” è accoppiata alla pro- 
teina Gi, che inibisce l’enzima adenilato ciclasi. 
Come già visto per la noradrenalina, anche nel caso 
della dopammina, la sua azione dopo il rilascio nel- 
la fessura sinaptica è interrotta dalla ricaptazione 
nel terminale presinaptico ad opera di uno specifico 
trasportatore di membrana (spesso indicato con l’a- 
cronimo DAT, Dopamine Transporter) espresso nei 
neuroni dopamminergici ed accoppiato ai gradienti 
ionici transmembranari di sodio che forniscono l’e- 
nergia necessaria per il trasporto contro gradiente di 
concentrazione. Dopo la ricaptazione la dopammi- 
na può essere trasportata all’interno delle vescicole 
sinaptiche ad opera di un trasportatore identico a 
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Figura 28.15 Formazione, assunzione e rilascio dalle vescicole sinaptiche, inattivazione e metabo- 
lismo dei neurotrasmettitori di natura catecolamminica (in particolare la nor-adrenalina) 


I ll IE inn nisi 
DA: dopammina; NA: nor-adrenalina; TH: tirosina idrossilasi; AADC: amminoacido aromatico decarbossilasi; DBH: 
dopammina-f-idrossilasi; CAT: catabolita della NA; MAO: monoammino ossidasi; EC: enzima catabolizzante la NA; 
RP: recettori presinaptici modulanti la sintesi e il rilascio della NA. 


H3C0 CHa CH, 
quello già esaminato per la noradernalina (traspor- NH; 
tatore vescicolare delle monoammine protone-di- 
pendente, VMAT) o può essere metabolizzata dalle HgC0O 


MAO associate ai mitocondri 

La trasmissione dopamminergica nigrico-stria- 
tale è alterata nella ma/attia di Parkinson a causa 
della degenerazione dei neuroni dopaminergici lo- 
calizzati nella regione mesencefalica chiamata “so- 
stanza nera”. La somministrazione della DOPA CHo—-CH—CHg 
(3,4-diidrossifeniletilammina), precursore della do- l+ 
pammina, produce un effetto terapeutico in questa eri 
malattia grazie al potenziamento dell’attività do- 
pamminergica dei neuroni sopravviventi. Dopo anfetammina 
somministrazione orale la DOPA viene assorbita a 
livello intestinale, passa in circolo ed è in grado di 


attraversare la barriera emato-encefalica per essere CHo— CHo 
trasformata in dopammina nel sistema nervoso cen- | | 
trale. " 2/CHa  N(CH3)2 


Tra le sostanze attivatrici della tramissione do- 


pamminergica ricordiamo l’anfetammina che agi- S 
sce stimolando il rilascio dai terminali presinaptici 
di dopammina, noradrenalina e serotonina. Anta- 
CI 


gonisti della dopammina, di cui impediscono il le- 
game con il recettore, sono le c/orpromazine impie- 


gate nella cura delle schizofrenie. clorpromazina 
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Tutti 1 recettori dei neurotrasmettitori cateco- 
lamminici fanno parte della famiglia dei recettori a 
7 segmenti idrofobici transmembrana, già descritti 
nel capitolo 19. Ciascun tipo di recettore (a, B, D) 
presenta sottotipi (0,4 5, Oc, Uta, Cp. Lac; Bi, 
B», B3: D/, D2, D3), peraltro altamente omologhi 
fra di loro, ma suscettibili di diverse azioni modula- 
torie. 

Una porzione di noradrenalina e di altre cateco- 
lammine viene degradata come schematizzato nella 
Fig. 28.14. La concentrazione dei relativi cataboliti 
nel liquido cerebrospinale, nel sangue e nelle urine 
forniscono indicazioni sul turnover delle catecola- 
mine originarie. I processi metabolici riguardanti i 
neurotrasmettitori catecolamminici già descritti nel 
capitolo degli ormoni, sono riassunti nella Fig. 
28.14. 


Serotonina o 5-idrossitriptammina 


Metabolita del triptofano, la serotonina (o 5- 
idrossi triptamina) è il mediatore chimico di speci- 
fici neuroni del sistema nervoso centrale coinvolti 
nella regolazione del sonno, del tono dell’umore, 
dell'appetito e in funzioni cognitive. I corpi cellula- 
ri dei neuroni serotoninergici sono localizzati nei 
nuclei del rafe nel tronco dell’encefalo e i loro as- 
soni proiettano a numerose aree del sistema nervo- 
so centrale. La serotonina svolge il ruolo di media- 
tore chimico anche in cellule non-neuronali. L’80% 
della serotonina dell’organismo umano è contenuta 
in un tipo di cellule specializzate della mucosa ga- 
strica ed intestinale chiamate cellule enzerocromaf- 
fini. La serotonina prodotta dalle cellule enterocro- 
maffini partecipa alla regolazione della motilità in- 
testinale con un effetto eccitatorio. Il riflesso peri- 
staltico è mediato, almeno in parte, dalla secrezione 
di serotonina da parte delle cellule enterocromaffi- 
ni e le cellule cromaffini rispondono alla stimola- 
zione vagale determinando la secrezione di seroto- 
nina. Anche le piastrine del sangue contengono se- 
rotonina in specifiche vescicole e la rilasciano du- 
rante il processo di aggregazione piastrinica che se- 
gue alla lesione del vaso sanguigno. La serotonina 
provoca una vasocostrizione che contribuisce all’e- 
mostasi. E interessante che le piastrine non possie- 
dono i sistemi enzimatici per la sintesi della seroto- 
nina ma la captano dal sangue e la depositano in 
specifiche vescicole. 

Nei neuroni del sistema nervoso centrale la sero- 
tonina, come la noradrenalina e la dopammina, vie- 
ne conservata in vescicole al riparo dalla monoam- 
mina ossidasi che, presente nella membrana esterna 
dei mitocondri, la ossida nella corrispondente aldei- 
de. 


NH5 
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CHo — CH- COOH 
N 
H 
5-idrossitriptofano 
HO 
CHo ceri CHo cl NH5 
N 
H 
serotonina (5-idrossitriptammina) 
HO 


CHo — COOH 
N 
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acido 5-idrossiindolacetico 


La Fig. 28.16 illustra la formazione, il rilascio 
nella fessura intersinaptica e la riassunzione della 
serotonina in una sinapsi serotoninergica. Il tripto- 
fano, che penetra nella sinapsi dal circolo, viene 
idrossilato a idrossitriptofano ad opera di una idros- 
silasi specifica e successivamente decarbossilato a 
S-idrossitriptammina o serotonina da una decarbos- 
silasi non specifica. Gran parte della serotonina 
neoformata penetra nelle apposite vescicole (trami- 
te il trasportatore VMAT, che agisce anche su nora- 
drenalina e dopammina), dalle quali viene rilascia- 
ta al sopraggiungere dell’impulso di depolarizza- 
zione. La serotonina rilasciata nella fessura intersi- 
naptica reagisce con i recettori postsinaptici seroto- 
ninergici, distinguibili in numerose classi indicati 
con l’abbreviazione 5-HT (da 5-idrossi triptammi- 
na) con un numero a pedice per indicare la classe: 
per es. 5S-HT 5-HT,, 5-HT,, 5-HT,. Ulteriori sotto- 
tipi in ciascuna classe sono indicati con una lettera: 
per es. 5-HT,., S-HTjg, 5-HTjp Tutti i recettori 
della serotonina, ad eccezione del 5-HT;, (recettore 
inotropico che funziona come canale cationico) s0- 
no metabotropici ed associati al sistema delle pro- 
teine G. Essi fondano la loro azione sull’attivazione 
o inibizione della adenilato ciclasi, o sull’attivazio- 
ne della fosfolipasi C. Il segnale termina allorché la 
serotonina viene allontanata dalla fessura per ricap- 
tazione nella presinapsi mediante sistemi di traspor- 
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Figura 28.16 Formazione, deposito, rilascio e riassunzione della serotonina in una sinapsi seroto- 


ninergica 


he CA lr ei nin 
TRP:triptofano; 5-TRP: 5-idrossitriptofano; 5-HT: 5-idrossitriptammina (serotonina); CAT: cataboliti della 5-HT; MAO: 
monoammino ossidasi; TRPH: triptofano idrossilasi; AADC: amminoacido aromatico decarbossilasi; RP: recettore pre- 
sinaptico (ad azione regolante il rilascio di 5-HT); SERT: trasportatore della serotonina ad alta affinità. 


to specifici accoppiati ai gradienti ionici del sodio 
(SERT, Serotonin Transporter). 

Parte della serotonina viene deamminata ossida- 
tivamente dalla monoammina ossidasi ad acido 5- 
idrossi-indolacetico, che viene irreversibilmente 
eliminato dal neurone. 


O=C—N(CH,— CHs) 


HO SN—CHy 


N 
H 


dietilammide dell'acido lisergico 


F3C ml CHo- NH-—CHg 


fluoxetina (Prozac) 


I cosiddetti effetti psichedelici o allucinogeni 
della dietilammide dell’acido lisergico (LSD) sono 
causati dalla potente attività di tale composto come 
agonista dei recettori serotoninergici (in particolare 
del recettore 5-HT2A). 

Un'altra sostanza allucinogena che agisce atti- 
vando i recettori 5-HT2A è la mescalina, una so- 
stanza naturale estratta dal cactus peyote. 

La fluoxetina (Prozac), un inibitore selettivo del- 
la ricaptazione della serotonina nei terminali presi- 
naptici (inibitori del SERT), viene utilizzato per la 
terapia della depressione. In generale diversi farma- 
ci antidepressivi agiscono come inibitori della ri- 
captazione della serotonina nel terminale presinap- 
tico. 

Gli antagonisti dei recettori 5-HT,, gli unici re- 
cettori ionotropici per la serotonina, sono importan- 
ti agenti antiemetici che vengono usati per ridurre la 
nausea e il vomito durante la chemioterapia per la 
cura del cancro. 


Neurotrasmettitori inibitori 


GABA (acido Y-amminobutirrico). È uno dei 
principali neurotrasmettitori inibitori del sistema 
nervoso centrale. La principale via di formazione 
del GABA è la decarbossilazione dell’acido glu- 
tammico, catalizzata dalla glutammico decarbossi- 
lasi, enzima piridossal-5-P-dipendente, presente 
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Figura 28.17 Architettura molecolare dei recettori per il GABA 


(A) Modello di inserimento nella membrana del recettore del GABA (GABA). (B) Modello di definizione del canale per 
Cl- da parte di secondi segmenti delle subunità del recettore GABA,. 


esclusivamente nel citosol delle presinapsi GABA- 
ergiche. 

Si distinguono due tipi principali di recettori per 
il GABA, chiamati GABA,, recettori ionotropici, e 
GABA © recttori metabotropici accoppiati a protei- 
ne G. 

Il recettore GABA, è un canale del CF sensibi- 
le a ligando (Fig. 28.17) ed è formato da 5 subuni- 
tà (struttura pentamerica). Ogni subunità è una pro- 
teina intrinseca di membrana costituita da una sin- 
gola catena polipeptidica che attraversa la membra- 
na con 4 segmenti a-elicizzati e che possiede un 
segmento ammino-terminale extracellulare conte- 
nente un ponte disolfuro. I secondi segmenti a-eli- 
cizzati (ricchi di cariche positive) delle subunità 
dell’oligomero costituirebbero la parete del canale 
dei CI. Esistono numerosi tipi di subunità codifica- 
te da geni diversi e diversi sottotipi di recettori GA- 
BAx che si distinguono per la composizione in 
subunità diverse. Per esempio uno dei sottotipi più 
comuni è formato da due subunità a, due subunità 
B e una subunità Y. 


a; 
N 


CI mei 


diazepam 
(benzodiazepina) 


O 


fenobarbital 
(barbiturico) 


E interessante che il recettore GABA, rappre- 
senta anche il sito di azione di farmaci come i bar- 
biturici e le benzodiazepine. Le benzodiazepine ap- 
partengono alla classe dei sranquillanti minori e 
possiedono attività sedative, ansiolitiche, miorilas- 
santi e anticonvulsivanti. Si legano al recettore GA- 
BA, in un sito diverso dal GABA, ma ne potenzia- 
no gli effetti sull’apertura del canale ionico. 
Possono essere considerati dei modulatori allosteri- 
ci positivi del recettore GABA. Mentre il sito di 
legame del GABA rappresenta il sito recettoriale 
principale, la cui attivazione determina il cambia- 
mento di conformazione della proteina e l’apertura 
del canale per gli ioni cloro, il sito di legame per le 
benzodiazepine ha il ruolo di sito allosterico, la cui 
attivazione aumenta l’efficienza del sito principale 
e quindi la conduttanza al cloro. I siti di legame per 
Il GABA sono localizzati all’interfaccia tra le sub- 
unità a e P, mentre i siti di legame per le benzodia- 
zepine sono localizzati all’interfaccia tra le subuni- 
tà alfa e gamma. 

Il GABA g, un recettore metabotropico a 7 domi- 
ni transmenbrana, è presente sia nelle terminazioni 
pre-sinaptiche, dove inibisce il rilascio di altri neu- 
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Figura 28.18 Reazioni metaboliche dell'acido Yamminobutirrico (GABA) nel sistema nervoso 





(1): Glutammato decarbossilasi; @): Arginasi; @): Ornitina decarbossilasi; 


(4): Diammino ossidasi; (6): GABA-aldeide deidrogenasi; (6): Ornitina-o- 
chetoglutarato transaminasi; (7): Semialdeide glutammica deidrogenasi; 


@): GABA-a-chetoglutarato transaminasi; ©): semialdeide succinica deidrogenasi. 


rotrasmettitori, sia a livello post-sinaptico con atti- 
vità inibitoria. Agirebbe controllando in modo indi- 
retto l’attività di canali di membrana per il potassio 
e per il calcio. 

Il GABA, versato nella fessura sinaptica viene 
in gran parte ricaptato dalla presinapsi e riciclato. In 
una più modesta quota esso viene inattivato meta- 
bolicamente ad opera della GABA-transaminasi, 
con intervento di a-chetoglutarato, e formazione di 
semialdeide succinica che, per azione della succino 
semialdeide deidrogenasi (NAD* dipendente) viene 
trasformata in acido succinico. Queste reazioni di 
metabolizzazione del GABA sono a sede mitocon- 
driale e possono essere anche effettuate da ce//u/e 
astrogliali, previa loro captazione del GABA rila- 
sciato dalle presinapsi GABA-ergiche. Il metaboli- 
smo del GABA è riassunto nella Fig. 28.18. 

La formazione, il deposito, il rilascio, la riassun- 
zione e la topologia del metabolismo del GABA in 
una sinapsi gabaergica e una cellula gliale adiacen- 
te, sono presentati schematicamente nella Figura 
28.19. 


L’acido valproico agisce aumentando la quanti- 
tà di GABA per inibizione dell’enzima GABA-tran- 
saminasi. Così si spiega l’azione antiepilettica di 
questo farmaco. 


Glicina La glicina è un altro importante neuro- 
trasmettitore inibitorio del sistema nervoso centra- 
le. Assunta dal sangue, raggiunge le presinapsi gli- 
cinergiche. Versata nella fessura sinaptica interagi- 
sce con il proprio recettore, una glicoproteina oligo- 
merica contenente una subunità a (PM 48.000) una 
B (PM 58.000) ed una di PM 93.000, chiamata ge- 


firina (collocata perifericamente sul lato citopla- 


smatico della membrana), che è probabilmente re- 
sponsabile dell’aggancio del recettore ai microtubu- 
li. Il recettore pentamerico può essere formato da 3 
subunità a e due f} o da quattro € e una fi. Le sub- 
unità a e B, glicosilate, definiscono il canale per i 
CF, mediante segmenti polipeptidici o-elicizzati 
che attraversano ripetutamente lo spessore della 
membrana. In definitiva la struttura pentamerica del 
recettore per la glicina è simile a quella del recetto- 
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Figura 28.19. Schema della topologia subcellulare dei processi di sintesi, deposito, rilascio, rias- 
sunzione e catabolismo del GABA in una sinapsi gabaergica 


GLNASI: glutamminasi; GLN-S: glutammina sintetasi; GABA-T: GABA transaminasi; GAT: trasportatore del GABA as- 
sociato alla membrana plasmatica (neuronale e gliare). 


re nicotinico per l’acetilcolina, del recettore GA- 
BA, e del recettore 5-HT; ed è stata proposta l’esi- 
stenza di una superfamiglia di recettori ionotropici 
(o di canali ionici controllati da un ligando) caratte- 
rizzata dalla presenza di un’ansa cisteinica (“Cys- 
loop”) formata da un ponte disolfuro tra due residui 
di cisteina separati da 13 amminoacidi nella regio- 
ne amminoterminale extracellulare delle subunità. 
Il recettore della glicina funziona come canale per i 
CT. La glicina viene rimossa dalla fessura sinaptica 





per ricaptazione da parte della presinapsi e delle nevnlalei 
cellule gliali ancillari. 

La stricnina, una sostanza velenosa estratta dai CH3CHsCHo 
semi di un albero tropicale, si lega competitivamen- CHCOONa 
te ai recettori della glicina, impedendone l’aggan- CHg3CH5CH»> # 


cio. In seguito al blocco della trasmissione gliciner- 
gica inibitoria insorgono convulsioni e la morte so- 
pravviene per blocco respiratorio. valproato di sodio 


PRESINAPSI 
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Figura 28.20 Produzione, liberazione, riciclo e metabolismo dell'acido glutammico in una sinapsi 


glutammergica assistita da una cellula gliare. 


R = recettore dell'acido glutammico 


Acido glutammico 


L’acido glutammico, come l’acido aspartico, è 
un neurotrasmettitore eccitatorio. E coinvolto in 
molte funzioni neuronali, che includono l’acquisi- 
zione della memoria e l’apprendimento, e gioca 
pure un ruolo in alcuni eventi neurotossici, come 
nell’ischemia cerebrale. L'acido glutammico è 
l’amminoacido più abbondante nel sistema nervo- 
so centrale. Origina in gran parte dal sangue, ma 
può essere prodotto in situ per deaminazione della 
glutammina (pure molto abbondante nel sistema 
nervoso) promossa dalla g/utamminasi, o per tran- 
saminazione dall’o-chetoglutarato. Importanti so- 
no i meccanismi che mantengono le concentrazio- 
ni funzionalmente rilevanti di acido glutammico 
nei compartimenti intra- ed extra-cellulari della re- 
gione sinaptica (Fig. 28.20). Nello stato di riposo le 
concentrazioni di acido glutammico sono circa l 
mM nello spazio extracellulare della fessura sinap- 
tica, 10 mM nel citosol della presinapsi glutam- 
mergica, e 100 mM nelle vescicole sinaptiche del- 
la stessa. Questi gradienti di concentrazione sono 
determinati: (a) dai trasportatori degli amminoaci- 
di eccitatori (excitatory amino acid transporter: 


EAAT) che dipendono dai gradienti degli ioni so- 
dio e potassio generati dalla pompa sodio-potassio 
ATPasi; e (b) dal trasportatore (che scambia acido 
glutammico con protoni) sito nella membrana del- 
le vescicole sinaptiche (entro le quali i protoni ven- 
gono pompati da una ATPasi H*-dipendente). Con 
l’arrivo dell’impulso nervoso si innesca l’esocitosi 
delle vescicole e l’acido glutammico si libera nella 
fessura sinaptica raggiungendo le concentrazioni 
idonee a legarsi ai propri recettori. La rimozione 
del neurotrasmettitore dalla fessura avviene per il 
tramite del co-trasporto con il K* sopracitato: una 
anomalia in questo processo o un insufficiente ri- 
fornimento di ATP alla pompa Na', K* causano 
persistenza di elevati livelli di acido glutammico 
nella fessura sinaptica, stato di ipereccitabilità, e 
neurotossicità da eccesso di Ca?* intraneuronale 
(vedi appresso). Esistono diversi tipi di recettori 
dell’acido glutammico, alcuni recettori ionotropi- 
ci, altri recettori metabotropici. Tra 1 recettori io- 
notropici i meglio noti sono il recettore NMDA (at- 
tivato dall’ N-Metil-D-Aspartato), il recettore per il 
kainato (attivato dall’ acido kainico), e il recettore 
AMPA (attivato dall’acido a-ammino-3-idrossi-5- 
metil-4-isossazol-propionico). 
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Tutti 1 recettori ionotropici per il glutammato 
hanno canali permeabili agli ioni sodio e al potassio 
ma differiscono tra loro per le cinetiche di attivazio- 
ne/inattivazione (rapida per i recettori AMPA e kai- 
nato e più lenta per i recettori NMDA) e per la per- 
meabilità allo ione calcio (recettori MNDA permea- 
bili al Ca?*, recettori AMPA impermeabili con l’ec- 
cezione di alcuni sottotipi poco abbondanti). I re- 
cettori risultano dall’assemblaggio di 4 subunità at- 
torno al canale ionico centrale e ciascuna subunità 
possiede quattro domini idrofobici, tre dei quali at- 
traversano completamente la membrana plasmatica 
(M1, M3, M4) ed uno (M2) si inserisce ad ansa sol- 
tanto nel foglietto citosolico della membrana, en- 
trando ed uscendo dalla membrana dal versante in- 
tracellulare. Si tratta, quindi, di una struttura diver- 
sa da quella incontrata finora nei recettori ionotro- 
pici per neurotrasmettitori. Ogni tipo di recettore 
ionotropico (AMPA, NMDA, Kainato) è formato 
da subunità differenti codificate da geni diversi. Per 
1 recettori AMPA si conoscono almeno quattro tipi 
di subunità indicate dall’acronimo GluR seguito da 
un numero (GluR1, GluR2, GluR3, GluR4). I recet- 
tori NMDA possiedono una subunità NR1 comune 
a tutti 1 sottotipi e delle subunità NR2 (NR2A, 
NR2B, NR2C, NR2D) e NR3 (NR3A, NR3B) che 
conferiscono al canale dei vari sottotipi delle diffe- 
renti proprietà funzionali. Secondo le ultime racco- 
mandazioni (2009) dell’International Union of 
Pharmacology, Committee on Receptor Nomencla- 
ture and Drug Classification (NC-IUPHAR) le sub- 
unità dei recettori AMPA dovrebbero essere indica- 
te come GluA1-4, le subunità dei recettori NMDA 
come GluNI1-3 e le subunità dei recettori per il kai- 
nato come GluK.1-5. 

Nella sequenza amminoacidica dell’ansa M2 


delle subunità GluR2 dei recettori AMPA si trova 
un particolare sito chiamato sito Q/R. Nel gene che 
codifica per questa subunità in corrispondenza del 
sito Q/R troviamo un codone che codifica per una 
glutamina (Q) mentre nella posizione corrisponden- 
te nella sequenza della proteina matura è presente 
un residuo di arginina ( R ). Questa modificazione 
dell’informazione genica è dovuta ad una modifica- 
zione chimica che avviene a livello del RNA mes- 
saggero, un fenomeno noto con il termine di “RNA 
editing”. Una adenina del codone per la glutammi- 
na subisce una desaminazione enzimatica specifica 
che la trasforma in ipoxantina, convertendo il codo- 
ne della glutammina in quello dell’arginina. L'’RNA 
editing del messaggero per la subunità GluR2 è 
quasi completo per cui la maggior parte delle sub- 
unità GluR2 possiedono una arginina in corrispon- 
denza del sito Q/R. Questa arginina è responsabile 
della impermeabilità al calcio dei recettori AMPA 
che contengono la subunità GluR2. I recettori 
NMDA contengono nella stessa posizione un resi- 
duo di asparagina (N) che conferisce sia la permea- 
bilità al calcio sia la sensibilità al blocco da magne- 
SIO. 

Il recettore NMDA consente, quindi, il passag- 
gio di Na'(e flusso inverso di K*) e di Ca?* dalla 
fessura sinaptica alla postsinapsi. L’aumento della 
concentrazione citosolica di calcio provoca anche 
l’innesco della cascata di fosforilazioni proteiche 
promosso dalla proteina chinasi Ca?*-calmodulina 
dipendente. 

Una proprietà unica del recettore NMDA è il 
blocco del canale ionico, da parte del Mg?*, ai valo- 
ri di potenziale di membrana a riposo (-70/90 mV). 
Il semplice legame del glutammato al recettore 
NMDA non provoca un movimento ionico attraver- 
so il canale se il neurone post-sinaptico è in condi- 
zioni di riposo. Tuttavia tale blocco del canale (do- 
vuto al legame del magnesio in un sito specifico al- 
l’interno del canale) è voltaggio-dipendente, cioè 
viene rimosso dalla depolarizzazione della mem- 
brana postsinaptica. A ffinchè i recettori NMDA sia- 
no attivi è necessario che il neurone post-sinaptico 
sia stato eccitato (depolarizzato) dall’attività dei re- 
cettori AMPA per il glutammato, che possiedono, 
infatti, una cinetica più rapida e non subiscono il 
blocco da magnesio. Tali proprietà del recettore 
NMDA sono state considerate importanti per il suo 
coinvolgimento nei fenomeni di potenziamento si- 
naptico alla base dei processi della memoria e del- 
l’apprendimento. 

Un'altra interessante caratteristica del recettore 
NMDA è la necessità del legame di un altro media- 
tore amminoacidico, la glicina, per una efficiente 
apertura del canale ionico. La glicina viene quindi 





considerata come un co-agonista del recettore 
NMDA., Il sito di legame per la glicina è localizzato 
sulle porzioni extracellulari delle subunità NR2, 
mentre il sito di legame per il glutammato sulle sub- 
unità NRI1. Il legame della glicina al sito localizza- 
to sul recettore NMDA non è antagonizzato dalla 
stricinina, classico antagonista del recettore specifi- 
co glicinergico di tipo inibitorio, e per questo moti- 
vo è stato indicato come sito recettoriale della glici- 
na stricnino-insensibile. Anche la D-serina, prodot- 
ta nel sistema nervoso centrale dall’enzima serina 
racemasi, si lega al sito per la glicina nel recettore 
NMDA attivandolo. E stato ipotizzato che la D-se- 
rina possa rappresentare il ligando fisiologico prin- 
cipale del sito co-agonista del recettore NMDA. 
Una prova sperimentale è fornita dalla dimostrazio- 
ne che la riduzione dei livelli della D-serina, me- 
diante somministrazione di D-amminoacido ossida- 
si, un enzima che degrada la serina ma non la glici- 
na, provoca una attenuazione della neurotrasmissio- 
ne mediata dal recettore NMDA. Uno dei dogmi 
della biochimica recitava che gli amminoacidi della 
serie D non rivestissero ruoli biologici negli orga- 
nismi viventi con l’eccezione della partecipazione 
alla struttura della parete batterica. La scoperta del- 
la produzione di D-serina nel cervello dei mammi- 
feri e l’ipotesi di un suo ruolo nella neurotrasmis- 
sione costringe a una revisione delle idee sui ruoli 
funzionali degli amminoacidi della serie D. 

I recettori NMDA presentano altri siti di regola- 
zione: siti per le poliammine (che potenziano l’atti- 
vità indotta dal glutammato), siti per inibitori (Mg?*, 
Zn?*), siti per antagonisti non competitivi che si le- 
gano nel poro del canale ionico (fenciclidina-PCP; 
disocilpina o MK-801), un sito per la fosforilazione 
(che attiva il recettore) e un sito redox, rappresenta- 
to da un ponte di solfuro riducibile a sulfidrile (la ri- 
duzione aumenta l’attività del recettore). 

I recettori metabotropici hanno le caratteristiche 
dei recettori a 7 segmenti a.-elicizzati transmembra- 
na, accoppiati ad una proteina G eterotrimetrica. Si 
conoscono otto tipi diversi di recettori metobotropi- 
ci indicati dall’abbreviazione mGluR seguita da un 
numero. Attualmente vengono raggruppati in tre 
classi in base alla sequenza e alle proprietà fisiolo- 
giche e farmacologiche: i recettori di classe I 
(MGluR; e mGluR;), principalmente di tipo postsi- 
naptico, sono accoppiati alla fosfolipasi C, con for- 
mazione di diacilglicerolo e inositolo-1,4,5-trifo- 
sfato, IP; e conseguente attivazione della proteina 
chinasi C da un lato ed elevazione del contenuto ci- 
tosolico degli ioni Ca?* dall’altro. I recettori di clas- 
se II ( mGluR, e mGluR; ) e i recettori di classe III 
( mGluR,, mGluRg, mGluR, e mGluRg), principal- 
mente di tipo pre-sinaptico, sono accoppiati in mo- 
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do inibitorio, tramite una proteina Gi/Go, con atti 
vità dell’enzima adenilato ciclasi, | recettori 
NMDA e metabotropico possono interagire fra ci 
loro: per esempio la PKC attivata dai recettori me 

tabotropici di classe I può potenziare l'attività del 


recettore NMDA mediante diversi meccanismi 
Queste interazioni fanno parte del programma di 
potenziamento sinaptico a lungo termine (LTP) 4 
centro dei processi dell’apprendimento e della me. 
moria. Alcune caratteristiche dei recettori NMDA e 
metabotropici dell’acido glutammico sono schema- 
tizzate nella Figura 28.21. 


Considerazioni sulla 
organizzazione strutturale dei 
recettori ionotropici 


Si è avuto modo di vedere che molti neurotra- 
smettitori utilizzano recettori ionotropici per tra- 
smettere lo stato eccitatorio da un neurone afferen- 
te a quello efferente. La struttura di questi recettori 
è tale da definire un “poro o canale per ioni speci- 


fici” che può transitare reversibilmente da uno stato 


chiuso ad uno stato aperto ed è variamente modula- 
bile. A questa struttura si perviene (Fig 28.22 ) at- 
traverso l'aggregazione di ‘“sub-unità” in strutture 
polimeriche (pentameri, tetrameri e dimeri). 
Ciascuna di queste sub-unità è costituita da domini 
trans membrana (2,3,0 4), collegati fra di loro da 
segmenti di connessione posti all’esterno e all’in- 
terno della membrana plasmatica, con le estremità 
ammino- 0 carbossi-terminale poste all’esterno (ve- 
di la super-famiglia dei recettori colinergici nicoti- 
nici), all’interno (vedi la famiglia dei recettori P2X, 
recettori ionotropici per 1’ ATP, quest’ultimo con 
funzione di neurotrasmettitore), oppure uno all’in- 
terno e l’altro all’esterno, come nel caso della fami- 
glia dei recettori glutammergici. I segmenti trans- 
membrana delle varie sub-unità costituenti il recet- 
tore possono avere sequenze amminoacidiche simi- 
li in recettori diversi. Nel segmento di connessione 
extracellulare dei recettori della super-famiglia dei 
colinergici e dei P2X sono presenti ponti disolfuro 
(S-S-) che consentono la formazione di “asole di ci- 
stina (Cys-loop)”.Strutture pentameriche di sub- 
unità a quattro segmenti trans-membrana sono pro- 
prie dei recettori colinergici nicotinici, dei recettori 
5-HT:, GABA, e della glicina; strutture tetrameri- 
che di sub-unità a tre segmenti trans-membrana so0- 
no esibite dai recettori glutammergici (NMDA, 
AMPA, KA); strutture trimeriche di sub-unità a due 
segmenti trans membrana dai recettori per l’ATP 
(P2X). 
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Figura 28.21 Rappresentazione schematica della struttura del recettore NMDA e metabotropico 
dell'acido glutammico e di una possibile interazione fra i due recettori. Del recettore NMDA sono 
presentate solo due delle cinque unità componenti. La collocazione dei siti di regolazione del re- 
cettore NMDA è del tutto approssimativa. TMi, TM2, TM3 e TM4 sono i quattro segmenti intra- 
membrana di ciascuna delle unità del recettore NMDA 


(+) = azione attivatoria; (-) = azione inibitoria. 


Ossido nitrico (NO) 


L’ossido nitrico o monossido di azoto (NO) è 
una piccola molecola gassosa che svolge importan- 
ti funzioni come mediatore chimico intercellulare in 
numerosi sistemi, incluso il sitema cardiovascolare, 
il sistema immunitario ed il sistema nervoso. I pri- 
mi studi sulle sue funzioni biologiche hanno dimo- 
strato la sua capacità di rilassare la muscolatura li- 
scia dei vasi sanguigni provocando vasodilatazione 
con conseguente aumento del flusso ematico. Tali 
azioni furono inizialmente attribuite a un “fattore di 
rilassamento derivato dall’endotelio” identificato 
successivamente come ossido nitrico. Parte degli 
effetti del NO sono dovuti alla sua capacità di legar- 
si al gruppo eme delle emoproteine. In particolare, 
l’ossido nitrico ha come bersaglio primario l’enzi- 
ma eminico guanilato ciclasi solubile, che dal gua- 
nosin-trifosfato genera il GMP ciclico. Questo se- 
condo messaggero attiva la proteina chinasi GMPc- 
dipendente (PKG), la quale fosforila proteine coin- 
volte nella regolazione della contrazione delle mu- 
scolatura liscia inducendo il suo rilassamento. 

L’ossido nitrico (NO) è piuttosto diffuso nel si- 
stema nervoso: si trova infatti in particolari popola- 


zioni neuronali del cervello, nelle terminazioni ner- 
vose dell’ipofisi posteriore, nel sistema nervoso au- 
tonomo e in cellule gliali cerebrali. L’NO è prodot- 
to, a partire dall’arginina, ad opera della NO sinte- 
tasi (NOS), che agisce in presenza di ossigeno e dei 
cofattori NADPH e tetraidropteridina. 

Si conoscono tre isoforme di questo enzima co- 
dificate da geni diversi: due forme costitutive (la 
NOS neuronale o NOSI e la NOS endoteliale o 
NOS3) e una forma inducibile (INOS o NOS2). La 
NOS presente nelle cellule neuronali (nNOS) è la 
forma costitutiva, Ca°* dipendente, che produce 
NO in modo transiente; una forma di NOS (iNO$), 
abbondante nelle cellule gliali, è invece inducibile, 
Ca?* indipendente e produce maggiori quantità di 
NO per più lunghi periodi di tempo. In senso stret- 
to 1’NO non è un vero e proprio neurotrasmettitore 
in quanto non è sequestrato in vescicole, si inattiva 
spontaneamente (per quanto molto rapidamente) e 
non possiede specifici recettori di membrana, tanto 
meno collocati sulla membrana postsinaptica. Al 
contrario, data la sua facilità a permeare le membra- 
ne, passa da un comparto subcellulare all’altro, e da 
una cellula all’altra, interagendo con la guanilato 
ciclasi, attivandola. Si può quindi considerare una 
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Figura 28.22. Schema della organizzazione strutturale di recettori ionotropici 


RA e enna. lui sli ciclici 
A: rapporti della catena polipeptidica di diverse singole sub-unità rispetto alla membrana plasmatica; B: numero del- 
le sub-unità che formano il canale ionico in ciascuna famiglia, o super-famiglia di recettori; C: esempi di recettori io- 


notropici per ciascuna famiglia o super-famiglia di recettori. 
posizione del canale ionico; -S-S- : ponte disolfuro. 


at 


molecola potentemente bioattiva che, formatasi nel- 
la postsinapsi diffonde in modo retrogrado nella 
presinapsi e in cellule neuronali e gliali adiacenti 
modificando il metabolismo ed il rilascio di neuro- 
trasmettitori classici quali il glutammato, l’asparta- 
to e la serotonina (Fig. 28.23). Particolarmente nel- 
l’ippocampo, 1’NO avrebbe un ruolo importante nel 
già citato potenziamento a lungo termine, il proces- 
so di attivazione della trasmissione sinaptica stru- 
mentale all’apprendimento e alla memoria. Nel po- 
tenziamento a lungo termine sono coinvolti i neuro- 
trasmettitori eccitatori quali l’acido glutammico, 
particolarmente attraverso il suo recettore NMDA, 
e l’acido aspartico. 

Il processo ha inizio con la la liberazione, dal 
terminale presinaptico, di acido glutammico che, le- 
gandosi al recettore postsinaptico NMDA e/o al re- 
cettore metabotropico, provoca elevazione della 
concentrazione del Ca?* nella postsinapsi. Ciò pro- 
vocherebbe, tra l’altro, la stimolazione della nNOS, 
residente nella postsinapsi, con produzione di NO. 
L’NO diffonde retrogradamente, attraverso le mem- 
brane e, raggiunta la presinapsi, vi penetra attivan- 
do la guanilato ciclasi. Il cGMP, da questa prodotto, 


facilita il rilascio dell’acido glutammico rafforzan- 
do la trasmissione sinaptica da esso inizialmente in- 
nescata. L’NO diffonde anche nelle cellule gliali e 
neuronali, potendo quindi influenzare, attraverso il 
cGMP, il metabolismo e il rilascio di altri neurotra- 
smettitori. Tuttavia, non c’è ancora un consenso 
unanime sul ruolo del meccanismo retrogrado nel 
fenomeno del potenziamento a lungo termine della 
trasmissione sinaptica e, sebbene l’ossido nitrico 
resti un candidato per il ruolo di ‘messaggero retro- 
grado”, sono state studiate numerose altre molecole 
che potrebbero svolgere questa funzione. 


Neuropeptidi 


Nel 1973 fu identificata la presenza nel cervello 
di recettori per la morfina e per sostanze endogene 
(gli oppioidi) a funzione regolatoria della percezio- 
ne del dolore e di altri stati emozionali. E ora certo 
che nel sistema nervoso sono presenti due classi di 
oppioidi di natura peptidica: i peptidi oppioidi a ca 
tena corta (encefaline) e quelli a catena lunga (di 
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Figura 28.23 Rappresentazione schematica del processo di formazione dell’NO a seguito di sti- 


molazione di una sinapsi glutammergica (recettore NMDA) e degli effetti della successiva diffu- 
sione dell’NO a livello della stessa sinapsi e di cellule neuronali e gliali vicine. 





norfine e endorfine). Alcuni di questi peptidi hanno La struttura dei peptidi oppioidi più importanti è 
azione molto potente: la B-endorfina e la dinorfina, riportata nella Tabella 28.V. I peptidi oppioidi trag- 
per esempio, hanno un’azione analgesica centinaia gono origine dalla degradazione selettiva di precur- 
di volte superiore a quella della morfina. sori proteici di elevato peso molecolare: la proopio- 


Tabella 28.V 





Sequenze amminoacidiche e recettori dei principali peptidi oppioidi. 










Met-encefalina Try-Gly-Gly-Phe-Met 
Leu-encefalina Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 
Met-encefalina-Arg*-Phe” | Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe 











Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GlIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu- 
Phe-Lys-Asn-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys- Lys-Gly-Glu 
Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser- Gin-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys- Ser-GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Arg-Tyr-Pro-Lys 


B-Endorfina (umana) 












y-Endorfina 
a-Endorfina 
a-Neoendorfina 



















Dinorfina A (1-17) 
Dinorfina B (1-13) 
Dermorfina 


Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg- Pro-Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln 
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Glu- Phe-Lys-Val-Val-Thr 
Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser 


Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile | 
Try-Arg K, ji, è 













Dinorfina (1-8) 
Kiotorfina 





melanocortina (POMC), da cui proviene la f}-en- 
dorfina; la pro-encefalina, da cui provengono la 
met-encefalina e la leu-encefalina; la prodinorfina, 
che genera le dinorfine, la neo-endorfina e la leu- 
encefalina. 

I peptidi oppioidi evocano la loro azione attra- 
verso l’interazione con recettori (recettori u, K, ò e 
6) verso i quali i singoli oppioidi possono esibire 
maggiore o minore specificità (vedi Tabella 28.V). 
I recettori dei peptidi oppioidi sono del tipo a 7 seg- 
menti o-elicizzati transmembrana accoppiati a pro- 
teine G, ed esercitano azione inibitoria sull’adenila- 
to ciclasi e azione stimolatoria sulla PKC. I recetto- 
ri di tipo k evocano una riduzione dell’influsso di 
Ca?*: i recettori Ul e è un aumento della conduttanza 
degli ioni K* Dallo spazio intersinaptico i peptidi 
oppioidi vengono rimossi, in parte per riassorbi- 
mento entro la presinapsi, operato da appositi ‘“car- 
rier”, in parte per idrolisi (seguita di solito da inat- 
tivazione) operata da peptidasi. L'azione dei pepti- 
di oppioidi è spesso antagonista a quella di neuro- 
trasmettitori amminoacilici o di derivazione ammi- 
noacidica. 
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TRASDUZIONE DEGLI STIMOLI 
SENSORIALI: MECCANISMO 
DELLA VISIONE 


La trasduzione sensoriale è Il processo attraver 
so il quale stimoli sensoriali (luminosi, acustici, ol 
fattivi, gustativi, tattili, termici, etc.) sono tradotti in 
impulsi nervosi. Questi vengono poi elaborati e tra 
dotti in sensazioni di varia natura. Alla raccolta e 
trasmissione degli stimoli sensoriali sono addette 
cellule sensoriali specializzate capaci di recepire lo 
stimolo di una precisa natura e tradurlo in un cam- 
biamento di potenziale elettrochimico che genera 1l 
potenziale d’azione. L’intensità dello stimolo è co- 
dificata dal numero e dalla frequenza dei potenziali 
di azione prodotti dalle cellule sensoriali. 

Il sistema sensoriale meglio noto, sotto il profi- 
lo dei meccanismi molecolari che lo sottendono, è 
quello visivo. Come già citato addetti alla raccolta 
degli stimoli luminosi sono i fotorecettori (della re- 
tina), distinti in coni e bastoncelli, cellule allungate 
(40 um per 1 um) (vedi Fig. 28.24A) costituite da 
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Figura 28.24 Rappresentazione schematica di un bastoncello retinico (A) e del movimento degli 
ioni Na+ e K+ derivante dall'apertura cGMP dipendente del canale del Na* sulla membrana plasma- 


tica (B) 
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due porzioni, il segmento esterno il quale si appog- 
gia all’epitelio pigmentato (che separa la retina dal- 
la coroide), e il segmento interno connesso sinapti- 
camente con 1 neuroni bipolari e le cellule orizzon- 
tali. Il segmento esterno dei bastoncelli è riempito 
da circa 2.000 strutture vescicolari appiattite (di- 
schi), impilate fra di loro, che derivano da introfles- 
sioni della membrana plasmatica. Le membrane dei 
dischi sono infarcite di rodopsina, la molecola foto- 
sensibile: circa 15.000 molecole per disco, per un 
totale di 30 milioni di molecole per cellula. / ba- 
stoncelli sono tra i più sensibili congegni molecola- 
ri conosciuti: l'assorbimento di un fotone da parte 
di una singola molecola di rodopsina è sufficiente a 
generare un impulso nervoso da parte del baston- 
cello. Tale grado di sensibilità fotochimica è ac- 
compagnato da altrettanto sensibili congegni di tra- 
sduzione, e di interruzione dello stimolo nervoso, in 
modo da consentire la più elevata frequenza di sti- 
moli. 

La rodopsina dei bastoncelli è una glicoproteina 
integrale di membrana (PM 40.000) contenente set- 
te segmenti transmembrana a-elicizzati, impaccati 
tra di loro (Fig. 28.24). L’estremità N-terminale, 
esposta sulla parte interna del disco, contiene due 
siti glicosilati, e la estremità C-terminale, che si af- 
faccia nel citosol, contiene parecchi siti (serina e 
treonina) fosforilabili (siti regolatori). All’interno 
dei segmenti c-elicizzati transmembrana risiede il 
gruppo prostetico fotosensibile della rodopsina, di- 
sposto parallelamente al piano della membrana, |’ 
Il-cis-retinale, 11 cul gruppo aldeidico forma una 
base di Schiff col gruppo aminico della lisina?” po- 
sizionata nel settimo segmento a-elicizzato della 
proteina (opsina). Colpito dal fotone, che ha attra- 
versato tutti 1 precedenti strati della retina, 1’ //-cis- 
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retinale, si isomerizza a 1l-tutto trans-retinale; ciò 
provoca una serie di rapidissimi cambiamenti con- 
formazionali che portano alla formazione di meta- 
rodopsina II, in cui la base di Schiff si scinde e 1° 11- 
tutto trans-retinale si dissocia dalla opsina. La me- 
tarodopsina II aumenta la sua protrusione verso il 
citosol, esponendo il sito di contatto con il sistema 
di trasduzione del segnale fotochimico. 

Allo stato di riposo, i bastoncelli mantengono al 
loro interno una certa concentrazione di Na', soste- 
nuta dall’equilibrio fra l’azione della ATP-asi Na”, 
K', situata prevalentemente nel segmento interno, e 
di un canale per i Na', posto prevalentemente nel 
segmento esterno (Fig. 28.24B). Anche i K*, pom- 
pati all’interno dalla ATPasi, tornano in parte all’e- 
sterno attraverso un proprio canale. La pervietà del 
canale per i Na* (che possiede un sito di legame per 
il cGMP nell’estremità C-terminale rivolta al cito- 
sol) (Fig. 28.25) è dipendente da cGMP: i/ canale è 
tenuto aperto dal cGMP e si chiude in sua assenza. 
E su questa dipendenza che si basa il processo di 
trasduzione. Sulla membrana del disco la rodopsina 
è situata in stretta contiguità con la irasducina, una 
tipica proteina G che è vicina ad una fosfodiestera- 
si attiva sul cGMP (Fig. 28.24). La trasducina è co- 
stituita da tre subunità: o (PM 39.000), } (PM 
37.000) e y (PM 8.500), di cui la © possiede il sito 
di legame per GDP/GTP ed attività GTP-asica. 
Anche la fosfodiesterasi del cGMP è un oligomero, 
costituito da una subunità o. (PM 88.000), una B 
(PM 84.000), entrambe con attività catalitica, e due 
Y(PM 11.000), che hanno funzione enzimo-inibito- 
ria. Allo stato di riposo la rodopsina è blandamente 
associata alla trasducina, nella quale la subunità 0 è 
legata al GDP e forma un complesso compatto con 
le subunità |} e y. Anche le subunità della fosfodie- 
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Figura 28.25 Architettura strutturale della rodopsina e del canale per i Na+, cGMP sensibile, pre- 
senti rispettivamente nei dischi e nella membrana plasmatica dei bastoncelli retinici. In rosso è 


indicato il gruppo prostetico, l'11-cis-retinale 





sterasi sono compattate fra di loro ed il complesso è 
inattivo. 
Con la stimolazione luminosa la rodopsina si 


Trasduzione degli stimoli sensoriali: meccanismo della visione * B75 
mato presente su queste cellule è un recettore meta 
botropico di tipo inibitorio (mOluk6) e la nduzione 
del rilascio di glutammato si traduce in una disini 
bizione di questi neuroni che generano potenziati 


trasforma in metarodopsina II, che interagisce for- 
temente con la trasducina provocando un cambia- 
mento di conformazione nella subunità o. con due 
conseguenze: 1) maggiore affinità per il GTP che 
sostituisce il GDP nel sito di legame per i nucleoti- 
di guanilici, 2) dissociazione della subunità @ dal 
dimero delle subunità B e y. La subunità a-GTP 
della trasducina è un potente attivatore della fosfo- 
diesterasi: si lega infatti alle subunità y della fosfo- 
diesterasi, rescindendola dal complesso, con libera- 
zione delle subunità a e PB, che costituiscono la fo- 
sfodiesterasi attiva. Questa idrolizza il cGMP in 
GMP con conseguente immediato blocco del cana- 
le per i Na', rapida diminuzione dei Na' all’interno 
dei bastoncelli, e aumento della negatività del po- 
tenziale elettrico. Si stabilisce uno stato di iperpola- 
rizzazione della membrana che causa una riduzione 
della liberazione di neurotrasmettitore, il glutam- 
mato, a livello della sinapsi tra i fotorecettori e 1 
neuroni bipolari. Si tratta di un caso interessante nel 
quale, all’arrivo del segnale sensoriale (lo stimolo 
luminoso), la cellula recettrice (il fotorecettore) ri- 
duce l’intensità del segnale trasmesso al secondo 
neurone della via (cellule bipolari della retina). A] 
contrario in condizioni di buio si osserva una con- 
dizione di depolarizzazione della membrana dei fo- 
torecettori e un rilascio continuo di glutammato. 
Come è possibile che una riduzione del rilascio di 
glutammato provochi una eccitazione delle cellule 
bipolari? Il motivo è che il recettore per il glutam- 








d’azione (cellule bipolari ON). Si realizza quella 
che viene definita “una inversione di segno", per in 
dicare che la iperpolarizzazione dei fotorecettori in 
dotta dalla luce si converte in una risposta depola 
rizzante eccitatoria a livello delle cellule bipolari 
ON. Esistono anche le cosiddette ce//ule bipolari 
OFF che invece possiedono recettori ionotropici 
per il glutammato e che rispondono allo stimolo lu- 
minoso riducendo la loro attività. Questo tipo di or- 
ganizzazione funzionale con cellule bipolari che au- 
mentano la loro attività ed altre che la riducono, 
passando dal buio alla luce, garantisce una migliore 
sensibilità ed efficienza del sistema di ricezione dei 
segnali luminosi. 

Il processo descritto ha i requisiti dell’amplifi- 
cazione a cascata: un singolo fotone attiva una mo- 
lecola di rodopsina, questa attiva centinaia di mole- 
cole di transducina e di fosfodiesterasi, la quale a 
sua volta idrolizza migliaia di molecole di cGMP 
per secondo. // processo è pure intermittente. 
Infatti, la subunità a.-GTP della trasducina svolge 
concomitantemente attività GTPasica, con conse- 
guente trasformazione del GTP a GDP e conversio- 
ne della stessa subunità o. alla forma legata a GDP, 
non più attiva sulla fosfodiesterasi (Fig. 28.24). Le 
subunità della fosfodiesterasi si ricompattano e 
l’enzima diventa inattivo. Si interrompe l’idrolisi 
del cGMP, che viene ricostituito per azione della 
guanilato ciclasi. Il canale dei Na' ritorna aperto e 
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Figura 28.26 Rappresentazione schematica del processo di trasduzione del segnale luminoso in 
stimolo nervoso nei bastoncelli e del meccanismo automatico di interruzione 





PK = Proteina chinasi; P = fosfato; PDE = fosfodiesterasi 


876 è Biochimica del sistema nervoso 


si ripristina l’equilibrio ionico di riposo entro il ba- 
stoncello. L'interruzione del processo trasduttivo è 
resa più rapida da un secondo meccanismo. La con- 
formazione della metarodopsina II espone non solo 
il sito di legame con la trasducina ma anche i siti fo- 
sforilabili sui quali agisce una rodopsina chinasi 
specifica (Fig. 28.26). Alla porzione C-terminale 
della metarodopsina II fosforilata si aggancia 1’ ar- 
restina, una proteina di PM 48.000, che provoca il 
distacco della stessa metarodopsina II dalla trasdu- 
cina. Esauritosi lo stimolo luminoso, l’11-tutto 
trans-retinale viene sostituito dall’11-cis-retinale, i 
resti fosforici della opsina vengono idrolizzati e la 
rodopsina torna alla condizione di riposo. 


FATTORE DI CRESCITA DELLE 
CELLULE NERVOSE 
(“NERVE GROWTH FACTOR”) 


Il “Nerve growth Factor” (NGF), scoperto da R. 
Levi Montalcini nei primi anni ’50, è una proteina 
a struttura omodimerica (PM 26.500), simile all’in- 
sulina e, come l’insulina, cristallizzabile in presen- 
za di Zn ioni. Esso utilizza, come altri fattori di cre- 
scita, un recettore a tirosina chinasi (in effetti può 
interagire con due recettori, uno ad alta uno a bassa 
affinità), di cui provoca la dimerizzazione con con- 
seguente attivazione e fosforilazione. La peculiarità 
dell’azione dell’NGF sta nel fatto che viene biosin- 
tetizzato nella cellula efferente la sinapsi, in parti- 
colare a livello della post-sinapsi, e secreto nello 
spazio intersinaptico. Si lega quindi al recettore, 
collocato sulla membrana presinaptica e può essere 
internalizzato nella presinapsi mediante un proces- 
so simil-endocitotico. Inoltre in forma vescicolare o 
libero può, per flusso assonale retrogrado, raggiun- 
gere il soma cellulare. Il recettore, attivato dal NGF, 
sia se residente sulla membrana presinaptica, sia se 
inserito nelle vescicole endocitosiche, può innesca- 
re diverse vie trasduzionali: la via SHC/GRB- 
2/SOS/RAS/RAF/MAPK; la via PLC/diacilglicero- 
lo/MEK/MAPK; e la via PI-3K/PI-1,3,4,5.P/PKB 
con conseguente fosforilazione e attivazione di fat- 
tori nucleari di trascrizione e successiva espressio- 
ne di specifiche proteine. Queste proteine sono 
strumentali a sostenere la crescita e il differenzia- 
mento delle cellule, l’allungamento del neurite, e a 
bloccare l’apoptosi. Per quanto attiene il differen- 
ziamento dei neuroni va ricordato che i neuriti si 
formano da una protuberanza della cellula indiffe- 
renziata che, allungandosi vie più, va a costituire 
l’assone. Allorché questo raggiunge il soma di un 


altro neurone o una cellula effettrice (fibrocellula 
muscolare o ghiandolare), in corrispondenza della 
estremità distale, si forma la sinapsi ed il neurone 
diventa così atto a produrre ed a trasmettere l’im- 
pulso nervoso. La mielinizzazione dell’assone ha 
luogo in un secondo tempo ad opera degli oligoden- 
drociti e delle cellule di Schwann nel sistema ner- 
voso centrale e periferico rispettivamente. Queste 
cellule elaborano i materiali che, addossandosi in 
più strati concentrici all’assone, ne formano la guai- 
na mielinica. Il “nerve growth factor” stimola que- 
sto complesso processo di differenziamento. 

Oltre al NGF sono stati isolati una ventina di fat- 
tori di crescita che esercitano anche effetti trofici e/o 
differenziativi sulle cellule nervose. Tuttavia il termi- 
ne di newrofrofine è stato riservato ad una famiglia di 
proteine che mostrano una elevata omologia di se- 
quenza con NGF. Lo stesso NGF è il primo membro 
di questa famiglia, che include il fattore neurotrofico 


derivato dal cervello (brain-derived neurotrophic 
factor, BDNF), la neurotrofina-3 (NT-3), e la neuro- 


trofina-4 (NT-4). Si distinguono due tipi principali di 
recettori per le neurotrofine: il recettore a bassa affi- 
nità p75 e la famiglia di recettori Trk (TrkA, B, C). Il 
ruolo del recettore a bassa affinità non è del tutto 
chiaro, mentre i recettori della famiglia Trk sono re- 
cettori tirosina-kinasici responsabili dei principali ef- 
fetti biologici delle neurotrofine. Il TrkA media gli 
effetti del NGF, il TrkB del BDNF e della NT-4, e il 
TrkC della NT-3. Sono stati ottenuti, mediante ‘gene 
targeting”, topi mutanti nei quali è stato inattivato il 
gene per una neurotrofina o gli esoni che codificano 
per la porzione con attività kinasica dei recettori 
trkA, B e C (“knock out genico”). 

I topi mutanti per il gene TrkA hanno un deficit 
della sensibilità termica e dolorifica ed una perdita 
selettiva dei neuroni di piccolo diametro dei gangli 
spinali e trigeminali. Inoltre i neuroni simpatici 
paravertebrali sono del tutto assenti a partire dal de- 
cimo giorno di vita postnatale. Questo fenotipo è 
esattamente quello atteso sulla base di quanto già 
noto sugli effetti trofici del NGF sui neuroni del si- 
stema nervoso periferico. Infatti i primi effetti bio- 
logici ad essere scoperti e che hanno consentito la 
successiva identificazione e purificazione del NGF 
sono proprio gli effetti trofici e differenziativi del 
NGF sui neuroni del sistema nervoso simpatico e 
sul neuroni sensitivi dei gangli della radice dorsale 
(per questa scoperta fu assegnato a R. Levi- 
Montalcini e S. Cohen il Premio Nobel per la 
Medicina nel 1986). E interessante che una rara ma- 
lattia genetica dell’uomo caratterizzata da una in- 
sensibilità congenita agli stimoli dolorifici è dovuta 
a una mutazione del gene codificante per il recetto- 
re TrkA. 





Sono stati generati anche topi mutanti per il ge- 
ne trkB che muoiono pochi giorni dopo la nascita 
ed hanno un numero ridotto di neuroni motori e 
sensitivi. Queste osservazioni sono in accordo con 
precedenti risultati che dimostrano che due ligandi 
del recettore trkB, cioè BDNF e NT-4, sono in gra- 
do di promuovere la sopravvivenza dei motoneuro- 
ni e di un sottogruppo di neuroni sensitivi. Il con- 
fronto tra i fenotipi dei topi mutanti per il recettore 
trkB e il BDNF fornisce importanti indicazioni sul- 
l’importanza relativa del BDNF e della neurotrofi- 
na-4 nel promuovere la sopravvivenza delle diverse 
popolazioni neuronali in vivo. La differenza princi- 
pale consiste nel fatto che la mancanza di recettori 
trkB provoca una marcata riduzione nel numero dei 
motoneuroni (70% nel nucleo faciale e 35% nel mi- 
dollo spinale lombare), mentre i topi privi di BDNF 
non presentano anomalie a livello dei motoneuroni. 
Questi risultati suggeriscono che, in vivo, il BDNF 
è importante per la sopravvivenza dei neuroni sen- 
sitivi mentre la NT-4 svolge un’attività critica per 1 
motoneuroni. 


METABOLISMO DEL TESSUTO 
NERVOSO 


Pur costituendo solo il 2,5-3% della massa cor- 
porea il sistema nervoso consuma il 20% circa del- 
l’ossigeno e il 25% del glucosio utilizzati dall’inte- 
ro organismo in condizioni di riposo. Questo dato 
riflette la stretta dipendenza dei processi metabolici 
del sistema nervoso dall’ossigeno e rende conto 
delle immediate e gravi disfunzioni che conseguo- 
no ad anossia o ischemia cerebrale. L’O, consuma- 
to dal cervello rispetto a quello usato da altri orga- 
ni o tessuti è riportato nella Tabella 28.VI. 

A differenza del tessuto muscolare, nel quale il 
consumo di ossigeno può variare, dipendentemente 
dalla entità di esercizio, da 1 a 5, il tessuto nervoso 
centrale consuma una quantità assai costante di 0s- 
sigeno, che rimane indipendente dalla “attività 
mentale” e che neppure si modifica con il sonno. Il 
quoziente respiratorio del tessuto è 1. Circa il 70% 
dell’energia prodotta dal tessuto nervoso è iImpe- 
gnata a sostenere il lavoro delle pompe ioniche. 


Glucidi 


Il substrato di elezione del tessuto nervoso è il 
glucosio, che viene pressoché interamente trasfor- 
mato in CO). Il tessuto nervoso è infatti incapace di 
utilizzare il glucosio anaerobicamente con forma- 
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Tabella 28.VI 


Quantità relativa di ossigeno utilizzata a riposo dai 


principali tessuti dell'organismo umano. 


Fegato 


7-10 





Resto 


zione di acido lattico. Il consumo di glucosio del 
cervello umano è di 100-130 g al giorno. 

La preminenza del metabolismo glucidico è te- 
stimoniata dall’attività della esochinasi, 20 volte 
più elevata che negli altri tessuti. La esochinasi ce- 
rebrale è saldamente legata ai mitocondri a spiega- 
zione, forse, del processo ossidativo in cui viene 
utilizzato il glucosio. Gli enzimi glicolitici non so- 
no solo presenti nel corpo cellulare del neurone, ma 
anche nell’assone. 

I 9/10 del glucosio utilizzato dal cervello vengo- 
no ossidati via glicolisi e ciclo di Krebs, 1/10 circa 
è utilizzato nella via del fosfogluconato. Il NADPH 
prodotto è impiegato nella sintesi di vari composti: 
acidi grassi, fosfolipidi, soprattutto fosfatidilinosi- 
tolo ecc. 

Nonostante l’importanza primaria dei glucidi 
nel metabolismo energetico, i depositi di glucosio e 
di glicogeno nel sistema nervoso sono estremamen- 
te esigui e garantiscono l’alimentazione del tessuto 
solo per pochi minuti. Inoltre, nel sistema nervoso 
non è funzionante il processo della gluconeogenesi, 
in quanto è assente la fruttosio-1,6-bifosfato fosfa- 
tasi. Per questi motivi l’attività cerebrale è dipen- 
dente dal livello di glucosio nel sangue, sicché 
quando la glicemia scende al di sotto di un certo lI- 
mite si può avere coma (vedi ad esempio coma in- 
sulinico). Il metabolismo glucidico del cervello non 
è direttamente controllato dall’insulina, incapace di 
attraversare la barriera ematoencefalica. 


Lipidi e corpi chetonici 


Il tessuto nervoso si adatta facilmente ad unit? 
zare i corpi chetonici, che in una certa misura pos 
sono vicariare una eventuale deficienza di glucosteo 
Ciò si verifica, ad esempio, durante il digiuno peo 
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lungato, allorché il sangue si impoverisce di gluco- 
sio e si arricchisce di corpi chetonici. La capacità 
del tessuto nervoso di utilizzare corpi chetonici è 
particolarmente elevata nella prima età e soprattut- 
to alla nascita, quando il neonato, non più alimenta- 
to dal glucosio del sangue materno, utilizza i grassi 
endogeni. // tessuto nervoso è invece incapace di 
ossidare gli acidi grassi per mancanza di enzimi 
della B-ossidazione. 

I lipidi costituenti il tessuto nervoso (più del 
50% di tutto il materiale solido) sono rappresentati 
dai fosfolipidi, specie sfingomieline e fosfatidilino- 
sitoli (40% nel loro insieme), dai glicolipidi (35%), 
dal colesterolo (20%) e dai solfolipidi. I processi di 
biosintesi di questi componenti di membrana sono 
intensi nel tessuto nervoso, anche in ragione del ra- 
pido turnover di molti di essi, che agiscono anche 
da precursori di secondi messaggeri. Scarsissimi 
sono Invece i trigliceridi. I lipidi sono primariamen- 
te presenti nelle guaine mieliniche e la loro perdita 
a zone (nel cervello e/o nel midollo spinale) è alla 
base della sclerosi multipla una frequente malattia 
neurologica. 


Amminoacidi 


Il 75% degli amminoacidi liberi del tessuto cere- 
brale è costituito dall’acido glutammico e dall’aci- 
do aspartico. Inoltre la concentrazione di questi due 
amminoacidi nel cervello è di due ordini di gran- 
dezza più elevata che nel plasma. Ciò deriva dalla 
circostanza che nel tessuto cerebrale questi ammi- 
noacidi si formano abbondantemente dal glucosio e 
che il loro trasporto dal plasma è unidirezionalmen- 
te mediato da sistemi di trasporto dotati di specifi- 
cità relativa. Esiste, per esempio, un sistema di tra- 
sporto specifico per gli amminoacidi acidici, uno 
per quelli basici e così via. Questa specificità non è 
tuttavia assoluta: ad esempio, gli amminoacidi a ca- 
tena ramificata possono competere con il trasporto 
del triptofano, inducendo una diminuita sintesi di 
serotonina nel cervello. Particolarmente intenso nel 
tessuto nervoso centrale è il metabolismo dell’ aci- 
do glutammico. Nella reazione catalizzata dalla g/u- 
tammina sintetasi V’acido glutammico fissa l’am- 
moniaca che, se in eccesso, risulta gravemente lesi- 
va per le funzioni cerebrali: 


glutammato + NH3 + ATP + glutammina + ADP + P; 


Il 60% circa del glutammato impiegato in questa 
reazione è di origine ematica, il restante 40% viene 
sintetizzato dal glucosio, via glicolisi, ciclo di 
Krebs ed aminazione riduttiva dell’a.-chetoglutara- 


to. Anche l’amminazione riduttiva dell’o-chetoglu- 
tarato esplica analogo drenaggio dell’ammoniaca: 


o-chetoglutarato + NH + NADPH + 
— glutammato + NADP* + H,0 


Il glutammato cerebrale è anche il precursore del 
GABA. 

Dopo il glutammato è l’aspartato l’amminoaci- 
do che il tessuto nervoso utilizza preferenzialmen- 
te; buona parte dell’acido aspartico viene acetilato a 
spese dell’acetil-CoA per formare N-acetilasparta- 
to, la cui funzione è tuttora ignota. 


ioni 

CHo O 

| 4 

ie dl + CH3-C-SCoA 
COOH 
acido aspartico acetil-CoA 
peli 
O CHo 
4 | 

COOH 


acido N-acetilaspartico 


In ogni caso l’acetilaspartato è concentrato nelle 
cellule neuronali ed è considerato un marcatore di 
queste cellule. Infatti fornisce uno dei segnali più 
intensi nell’analisi spettroscopica in risonanza ma- 
gnetica, una tecnica di indagine che consente di 
avere informazioni in vivo sulla biochimica cere- 
brale. In numerose condizioni neuropatologiche la 
riduzione dei livelli di acetilaspartato viene consi- 
derata un indice di danno neuronale. L’enzima 
aspartato deacilasi, che idrolizza l’acetilaspartato 
ad acetato e aspartato, è localizzato negli oligoden- 
drociti che formano la guaina mielinica. Questa 
compartimentazione cellulare del sito di sintesi del- 
l’acetilaspartato (i neuroni) e della principale rea- 
zione metabolica (oligodendrociti) implica un tra- 
sporto di questa sostanza tra i neuroni e la glia. La 
malattia di Canavan, una rara malattia genetica au- 
tosomica recessiva caratterizzata da un grave danno 
della sostanza bianca (leucodistrofia spongiforme), 
è causata da mutazioni del gene che codifica per 
l’enzima aspartato deacilasi. 


Gli altri amminoacidi vengono assunti dal san- 
gue in misura non proporzionale alla loro concen- 
trazione ematica, in quanto la “barriera ematoence- 
falica” costituisce una sorta di filtro differenziale 
per il loro accesso al cervello. 


BARRIERA EMATOENCEFALICA 


La “barriera ematoencefalica” non è una barrie- 
ra strutturale ma funzionale, nel senso che limita 
l’accesso dei vari composti alle diverse aree cere- 
brali. Questa selettività di accesso viene attribuita 
alla membrana basale dell’endotelio dei piccoli va- 
si ed alla glia ad essa contigua. 

Il concetto di “barriera ematoencefalica” emerse 
dalla osservazione che alcuni coloranti introdotti in 
circolo permeavano tutti i tessuti, escluso il cervel- 
lo. Questa barriera può essere considerata un mec- 
canismo di protezione del cervello dalle fluttuazio- 
ni di metaboliti che possono aver luogo nel plasma 
e dalle sostanze tossiche, o estranee, eventualmente 
presenti nel sangue. Alcuni composti — ossigeno, 
glucosio, corpi chetonici, alcuni amminoacidi es- 
senziali ed etanolo — attraversano liberamente la 
barriera. Altri — protoni, glutammato, aspartato, 
GABA, glicina e la maggior parte degli antibiotici 
— ne sono respinti. 

La “barriera ematoencefalica” è molto meno se- 
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lettiva nel neonato ed è per questo che alcuni com 
posti, che nell’adulto non accedono al tessuto cere 
brale, vi penetrano invece nei primi giorni di vita, | 

questo il caso della bilirubina, che si lega irreversi 

bilmente al tessuto cerebrale (Kernicterus), indu 

cendo ritardo mentale, e dell’acido feni/piruvico 
ancora più deleterio. 
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INTRODUZIONE 


Il tessuto adiposo è il tessuto meno ricco di acqua (8-10%), più ricco di trigliceri- 
di (85-90%), e tra i più diffusi (15-20% sul peso totale) dell’organismo. Più del 95% 
dei trigliceridi presenti nell’organismo (10-15 kg nell’uomo adulto) è contenuto nel 
tessuto adiposo. Questo tessuto ha quindi i requisiti anatomici e chimico-composizio- 
nali per adempiere alle funzioni di protezione meccanica degli organi interni e di iso- 
lamento termico dell’intero organismo. Potendo accumulare e degradare i trigliceridi 
esso ha poi il ruolo fondamentale di servire da riserva di metaboliti energetici (quelli 
a più elevata resa, 9 Cal/g), accumulando le eccedenze caloriche introdotte con la die- 
ta sotto forma di trigliceridi e, rilasciandole poi, lontano dai pasti, sotto forma di aci- 
di grassi e glicerolo. La capacità di accumulare trigliceridi è pressoché illimitata: le 
cellule del tessuto adiposo possono andare incontro ad iperirofie da accumulo dell’or- 
dine anche di migliaia di volte. Inoltre quando la sollecitazione all’accumulo di trigli- 
ceridi avviene nel periodo in cui la proliferazione cellulare è in corso, essa costituisce 
uno stimolo vigoroso alla iperplasia. A questa funzione è in parte collegata anche 
quella di generare calore (termogenesi) contribuendo al mantenimento della tempera- 
tura corporea. Un’importante e ulteriore funzione del tessuto adiposo è infine quella 
di secernere sostanze di natura ormonale o ormono-simile. 

Esistono due tipi di tessuto adiposo, il tessuto adiposo bianco e il tessuto adiposo 
bruno, il primo così chiamato per il colore chiaro (più propriamente giallognolo per la 
presenza di sostanze pigmentate gialle quali carotenoidi e pigmenti biliari), il secon- 
do, scuro, per l’abbondanza di mitocondri e poco presente nell’organismo umano. Il 
tessuto adiposo bianco è distribuito nell’uomo a livello sottocutaneo e viscerale con 
caratteristiche diverse specialmente per quanto attiene lo svolgimento delle attività en- 
docrine. Il tessuto adiposo bianco svolge tutte le funzioni qui sopra menzionate, il tes- 
suto adiposo bruno esclusivamente quella di termogenesi. 
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TESSUTO ADIPOSO BIANCO 


Le cellule del tessuto adiposo, o adipociti, sono 
una forma di differenziazione dei fibroblasti. Hanno 
un diametro normalmente compreso fra 20 e 200 
um: il diametro può aumentare anche di 20 volte 
ed il volume di migliaia di volte dietro accentuata 
sollecitazione nutrizionale. In condizioni normali 
(cioè di normopeso) l’adipocita ha una forma roton- 
deggiante con volume intracellulare occupato per il 
90% da una unica grossa “goccia” lipidica. Il nwu- 
cleo e i pochi mitocondri sono “schiacciati” contro 
la membrana plasmatica. In condizione di digiuno 
la cellula adiposa diventa molto più piccola con nu- 
merose goccioline lipidiche e molte microinvagina- 
zioni della membrana plasmatica. Il processo di mi- 
croinvaginazione è il dispositivo attraverso il quale 
la “superficie” delle cellule si adatta all’accumulo e 
alla deplezione dei trigliceridi. La morfologia degli 
adipociti nel digiuno è molto simile a quella dei 
pre-adipociti, la fase preterminale del processo di 
differenziamento dei fibroblasti ad adipociti. Gli 
aspetti salienti della morfologia adipocitaria sono 
illustrati nella Figura 29.1. Gli adipociti sono rac- 
colti in lobuli tenuti insieme da una trama di tessu- 
to connettivale. Il tessuto adiposo bianco è più ab- 


bondante nella cavità addominale, in corrisponden- 
za del mesentere e attorno ai reni, nelle ghiandole 
mammarie, nel tessuto adiposo sottocutaneo, non- 
ché fra le fibre del muscolo scheletrico ed intorno al 
miocardio. La distribuzione relativa del tessuto adi- 
poso fra queste varie sedi è notevolmente diversa a 
seconda del sesso e dell’età. 


Metabolismo 


Il metabolismo del tessuto adiposo bianco è in- 
centrato sulla biosintesi e sulla degradazione dei tri- 
gliceridi. Il metabolismo ossidativo, con utilizzo di 
glucosio ed acidi grassi è molto modesto; il i/ con- 
sumo di O; pure è molto basso. I processi di biosin- 
tesi e di degradazione dei trigliceridi e i meccanismi 
delle loro regolazioni, così come si svolgono anche 
nel tessuto adiposo, sono stati descritti nella parte 
metabolica del testo. Già descritti sono anche i mec- 
canismi di digestione dei trigliceridi alimentari, di 
assorbimento dei prodotti di digestione e di veicola- 
zione e trasporto periferico dei trigliceridi a livello 
plasmatico prevalentemente nella forma di chilomi- 
croni e di VLDL. Sono qui richiamati gli aspetti che 
più attengono al tessuto adiposo bianco. 
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Figura 29.1 Aspetti salienti della morfologia degli adipociti 


Biosintesi e deposito dei trigliceridi. La disponi- 
bilità degli acidi grassi, necessari alla sintesi dei tri- 
gliceridi, è assicurata da due fonti: la assunzione dal 
plasma, e la biosintesi ex novo a partire da glucosio. 
A sua volta l’assunzione dal plasma è consentita dal- 
l’azione idrolitica esercitata dalla lipoproteina lipasi 
dei vasi del tessuto adiposo (/ipoproteina lipasi adi- 
posa) sui trigliceridi contenuti nei chilomicroni, di 
origine prevalentemente intestinale, e nelle VLDL di 
origine epatica. La lipoproteina lipasi, attivamente 
prodotta dagli adipociti, è secreta verso il letto va- 
scolare e si attacca elettrostaticamente a catene di 
eparansolfato che sporgono dalla superficie delle 
cellule endoteliali (Fig. 29.2). E a questo livello che 
avviene l’idrolisi dei trigliceridi e il rilascio degli 
acidi grassi sia dai chilomicroni che dalle VLDL. 
Gli acidi grassi fluiscono verso gli adipociti e ne 
vengono assorbiti verosimilmente con un processo 
mediato da proteine “carriers” attivate dall’insulina 
(FAT/CD36, FABPs). Naturalmente gli acidi grassi 
liberati dai chilomicroni sono pressoché esclusiva- 
mente di origine alimentare, mentre quelli prove- 
nienti dalle VLDL in buona parte ancora di origine 
alimentare, per la rimanente da biosintesi ex novo 
(in sede epatica) di acidi grassi specialmente nelle 
condizioni di alimentazione iperglucidica. Il pro- 
cesso di sintesi ex novo di acidi grassi, a partire da 
glucosio (glucosio > piruvato + ossalacetato + 
citrato + acetil-CoA citoplasmatico + acil-CoA) è 
operativo nel tessuto adiposo sotto stimolazione del- 
l’insulina. 
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La biosintesi dei trigliceridi richiede la previa ai 
tivazione degli acidi grassi ad acil-CoA, Operata 
dalla aci/-CoA sintetasi e la presenza di glicerolo 3 
fosfato che proviene dal diidrossiaceton-fostato pei 


riduzione operata dalla glicero/o-3-fosfato deldm 
genasi, enzima molto attivo negli adipociti: 


Glicerolo-fosfato 


deidrogenasi 
CH0H ti CH;0H 
6=0 CH—0H 
CH—0—® | \ CH.—0-—® 
NADH NAD 


Diidrossi aceton-fosfato Glicerolo-fosfato 


Le tappe intermedie dalla biosintesi sono: monoa- 
cil-glicerolo-fosfato + acido fosfatidico + diacilgli- 
cerolo + triacilglicerolo (trigliceride), catalizzate 
dalla trigliceride sintetasi e dalla acido fosfatidico fo- 
sfatasi (Fig. 29.3). Come già segnalato il tessuto adi- 
poso non esprime significative quantità di g/icero/o- 
chinasi: cosicché l’unica sorgente di glicerolo-fosfa- 
to è il diidrosssiaceton fosfato, e quindi il glucosio. 
Una caratteristica peculiare della biosintesi dei trigli- 
ceridi nel tessuto adiposo è il potente ruolo esercitato 
sul processo dall’insulina. L’insulina infatti: (a) facili- 
ta l’ingresso del glucosio negli adipociti, provocando 
l’inserimento del carrier GLUT4 sulla membrana pla- 
smatica; (b) stimola la glicolisi aumentando 1 livelli di 
fruttosio 2-6-bisfosfato mantenendo defosforilata la 
PFK-2 e quindi aumenta la produzione di diidrossia- 
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Figura 29.2 Secrezione ed azione della lipoproteina lipasi a livello del tessuto adiposo ed incor- 


porazione degli acidi grassi liberati 
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Figura 29.3. Schema della biosintesi dei trigliceridi 


(1) Trigliceridi sintetasi, (2) acido fosfatidico fosfatasi. 


ceton-fosfato; (c) attiva la lipoproteina lipasi (in parte to il processo di biosintesi è e/ucosio-dipendente e in- 
per processo di defosforilazione, in parte per induzio-  su/ino-dipendente. Il processo di biosintesi dei trigli- 
ne); e (d) attiva gli enzimi della biosintesi ex novo de- ceridi di deposito e le regolazioni su di esso esercita- 
gli acidi grassi e la trigliceride sintetasi. Pertanto tut- te è schematicamente illustrato nella Figura 29.4. 
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Figura 29.4 Schema dei processi di biosintesi e di degradazione dei trigliceridi nel tessuto adipo- 


so e principali sistemi endocrini che li regolano 


GH = ormone della crescita; TL = trigliceride; LP = lipoproteina lipasi. Il glucagone esercita una diretta e potente 


azione di stimolo sulla lipasi ormono-sensibile in vitro (su adipociti isolati). 
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Figura 29.5 Schema della degradazione dei trigliceridi 


Degradazione e mobilitazione dei trigliceridi. 
L’idrolisi dei legami esterei dei trigliceridi, con li- 
berazione di acidi grassi e glicerolo, richiede l’in- 
tervento di due enzimi, di cui gli adipociti sono 
provvisti: la irigliceride lipasi, che stacca due resti 
acilici con formazione del 2-monogliceride, e la 
monogliceride lipasi, che libera il terzo residuo aci- 
lico. I prodotti finali sono quindi acidi grassi liberi 
e glicerolo (Fig. 29.5). 


CATECOLAMMINE  GLUCAGONE, GH 





x 


La trigliceride lipasi degli adipociti è pure chia. 
mata lipasi ormono-sensibile in quanto la sua attivi- 
tà è sotto stretto controllo ormonale. L'enzima è in- 
fatti attivo nella forma fosforilata e inattivo in quel- 
la defosforilata (vedi Fig. 29.6). Pertanto gli ormo- 
ni che favoriscono la fosforilazione, dipendente 
dalla presenza di cAMP e quindi dall’innesco del si- 
stema trasduzionale dell’adenilato ciclasi (adrenali- 
na e noradrenalina con i recettori [3,; ormone della 
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Figura 29.6. Attivazione e inibizione della lipasi ormono-sensibile attraverso il meccanismo della 
fosforilazione/defosforilazione. La fosforilazione, presieduta dalla PKA legata al CAMP, è favorita 
dalle catecolammine, il glucagone e l'ormone della crescita; la defosforilazione è stimolata dall’in- 
sulina 





R = recettori per i diversi ormoni; AC = adenilato ciclasi; G = proteine G trimeriche. 
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crescita e glucagone*), esercitano un effetto lipoli- 
tico, mentre l’insulina, che favorisce la degradazio- 
ne del CAMP in AMP e attiva le proteine fosfatasi, 
conducendo quindi alla defosforilazione dell’enzi- 
ma, ne blocca l’azione. La fosforilazione 
cAMP/PKA dipendente della proteina peri/ipina, 
situata sulla superficie della goccia lipidica, viene 
descritta come un meccanismo indispensabile affin- 
chè la lipoproteina lipasi possa attaccare e degrada- 
re la goccia stessa. La monogliceride-lipasi non è 
sottoposta a particolari controlli, ma abbisogna ov- 
viamente delle precedente azione della lipasi ormo- 
no-sensibile per poter agire. L'azione antilipolitica 
dell’insulina è il più precoce e potente effetto del- 
l'ormone. Va inoltre osservato che nell’equilibrio 
fisiologico dei diversi effetti regolatori, 1 processi di 
biosintesi e di degradazione dei trigliceridi nel tes- 
suto adiposo sono temporalmente distaccati (il pri- 
mo decorre nella fase post-prandiale, il secondo 
nella fase di digiuno). Essi non possono mai costi- 
tuire un “ciclo futile”. 

A seguito della lipolisi gli acidi grassi legati nel 
citosol alle proteine FABP passano nel sangue dove 
si legano all’albumina e raggiungono le sedi di uti- 
lizzo (muscolo scheletrico, miocardio, fegato, reni, 
ecc.). Il glicerolo, che non può essere utilizzato dal- 
l’adipocita per la mancanza della chinasi, passa nel 
sangue e viene utilizzato dal fegato, per la biosinte- 
si di nuovi trigliceridi e di glucosio. L'importante 
ruolo svolto dal tessuto adiposo nel processo della 
gluconeogenesi e della chetogenesi, specialmente 
durante il digiuno prolungato, è gia stato evidenzia- 
to. 


Funzione secretoria 


Gli adipociti nelle condizioni metaboliche che 
portano ad accumulo di trigliceridi (elevata adiposi- 
tà) producono e secernono numerose proteine le cui 
azioni si svolgono a distanza, previo ingresso nel 
torrente circolatorio (proteine ad azione ormonale 0 
proteine ormono-simili ), oppure localmente (secre- 
ti paracrini). Secernono pure enzimi ad azione lo- 
cale e non, e possono intervenire, con propri enzi- 
mi, a modificare ormoni steroidei circolanti. 

Le proteine secrete dal tessuto adiposo sono at- 
tivamente coinvolte nell’omeostasi energetica e in 
numerosi meccanismi di regolazione del sistema 
neuroendocrino ed immunitario. 


= 


Angiotensinoge 





Figura 29.7 Prodotti di formazione e secrezione 
del tessuto adiposo bianco e loro coinvolgimen- 
to in varie condizioni patologiche 


Il primo peptide ad essere individuato nel 1994 
è stata la /eptina a cui si aggiunsero negli anni suc- 
cessivi altre “adipochine” in grado di provocare, in 
condizioni di obesità, una resistenza all’azione del- 
l’insulina (diabete tipo II) ed una condizione vasco- 
lare pro-trombotica,aterogenica e pro-infiammato- 
ria (Fig. 29.7). 

Le principali proteine prodotte e secrete dal tes- 
suto adiposo (adipochine) sono di seguito elencate. 


Leptina 


La leptina è un polipeptide di PM 16.000 conte- 
nente un ponte disolfuro, essenziale per la sua atti- 
vità. La struttura è simile a quella delle citochine. E 
biosintetizzata prevalentemente nel tessuto adiposo 
bianco, ma anche, pur se in quantità molto minori, 
nella placenta, nelle ghiandole mammarie, nella 
mucosa del fundus gastrico e, nei roditori, anche nel 
muscolo scheletrico. 

I principali fattori che regolano l’espressione di 
leptina nel tessuto adiposo sono elencati nella 
Tabella 29.I. Fra questi fattori particolare rilevanza 
ha lo stato nutrizionale e l’attività liposintetica del 
tessuto adiposo: maggiore è la liposintesi, e quindi 
la tendenza all’ipertrofia delle cellule adipose, mag- 
giore è la produzione ed immissione in circolo del- 
la leptina. Si ritiene che il legame fra i due eventi 
sia costituito dall’insulina che attiva, concomitante- 
mente, la lipogenesi e la produzione di leptina. 
Sono state identificate diverse isoforme di recetto- 


"Il glucagone induce un marcato effetto lipolitico su culture in vitro di adipociti; la sua azione lipolitica in vivo sembra con- 
sistere nel potenziare quella indotta dalle catecolammine e dall’ormone della crescita. 


——————————_———E——— =_= 


Tabella 29.I 


Principali fattori regolanti la secrezione di leptina. 





Tessuto 
adiposo 


Ormoni Agonisti 
B-adrenergici 





glucocorticoidi 


Infezioni acute Tiazolidinedioni 


Citochine Ormone 
(TNF-a, IL-1) tiroideo (2) 


Lipopolisaccaridi | Esposizione 
al freddo 


Ormoni  Nascituro 
glucocorticoidi 


sottopeso 

ri della leptina, tutti strutturalmente simili ai recet- 
tori delle citochine. Essi posseggono una uguale 
porzione N-terminale a esposizione extracellulare 
contenente il sito di legame per la leptina, una por- 
zione transmembrana, ed una porzione C-terminale 
intracellulare, di differente lunghezza, che è respon- 
sabile dell’innesco del processo di trasduzione del 
segnale. Come per i recettori delle citochine, 1 re- 
cettori della leptina, a seguito dell’interazione con 
l’ormone, si dimerizzano rendendosi così disponi- 
bili alla fosforilazione su residui di tirosina, cataliz- 
zata da una proteina chinasi citosolubile, la JAK. Il 
complesso recettoriale così attivato, è in grado di 
fosforilare attivatori trasduzionali di tipo STAT 
(“Signal Transducer 
Trascription”) i quali, penetrati nel nucleo sotto 
forma di omodimeri, attivano per fosforilazione 
specifici fattori di trascrizione di geni responsabili 
dell’utilizzazione del glucosio e degli acidi grassi in 
diversi organi e nei tessuti muscolari. 

I recettori della leptina sono inoltre presenti in 
parecchi nuclei dell’ipotalamo (l’arcuato, il ventro- 
mediale e il dorso mediale) e della base, e nel ples- 
so corioideo. Essi rispondono alla leptina con un 
aumento della secrezione di peptidi ad azione ano- 
ressica che riducono il senso della fame ed aumen- 
tano il senso di sazietà, quali /'ormone stimolante i 
melanociti (a-MSH), l’ormone corticotropina 
(CRH) e il “trascritto” regolato da cocaina e amfe- 


and Activator of 
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tamina (CART). Queste azioni avvengono contem- 
poraneamente all’inibizione della sintesi e rilascio 
di peptidi ad azione oressigenica quali il newropep- 
tide Y (NPY). La leptina stimola anche la secrezio- 
ne dell’ormone tireotropo, con conseguente aumen 
to dell’ormone tireoideo T} ed è in grado di stimo- 
lare l’attività AMPK. Attraverso questi meccanismi 
la leptina incentiva i/ metabolismo ossidativo e au 
menta il dispendio energetico. Quando lo stato di 
ipertrofia del tessuto adiposo stimola la liberazione 
di leptina si osserva nel tessuto adiposo una ridu 
zione dei depositi di trigliceridi ((posrofia dell'adi- 
pocita). E proprio da questo effetto che deriva 1l 
nome leptina: dal greco “leptos”, cioè sottile, ma- 
gro. 

La leptina circola nel sangue prevalentemente 
nella forma legata a proteine plasmatiche e passa at- 
traverso la barriera ematoencefalica probabilmente 
con un processo di transcitosi. A livello renale essa 
passa nel filtrato glomerulare, viene degradata dal- 
le cellule tubulari e i frammenti ottenuti vengono 
escreti con le urine. 


Adipochine pro-infiammatorie e 
inibenti i meccanismi d'azione 
dell’insulina (resistenza all’insulina) 


Il tessuto adiposo in condizioni di elevata adipo- 
sità produce e rilascia adipochine, proteine implica- 
te nei processi infiammatori ed in grado di inibire i 
segnali intracellulari dell’insulina contribuendo co- 
sì a produrre iperglicemia e diabete di tipo II. Le 
principali citochine con tale attività sono il TNF-0 
[(‘‘tumor necrosis factor-a”, l'IL-6 (interleuchina- 
6), l’IL-1 B (interleuchina 1 B) e la proteina che at- 
trae i monoiciti (MCP-1)]. Anche i macrofagi che si 
accumulano nel tessuto adiposo nell’obesità rila- 
sciano in circolo citochine pro-infiammatorie: |’a- 
zione iperglicemizzante di queste citochine si rea- 
lizza anche in seguito alla stimolazione nel fegato 
della gluconeognesi. Il TNF-@ e 1°IL-6 svolgono 
inoltre un’azione anti-obesità mediata in parte dal 
sistema nervoso centrale, favorita dalla stimolazio- 
ne nell’adipocita della lipolisi e dall’aumento del 
consumo energetico nei tessuti periferici. 

Altre adipochine in grado di ridurre la sensibili- 
tà all’insulina sono la resistina e la proteina legan- 
te il retinolo-4 (RPB-4), che si formano in condizio- 
ni di obesità. 

La visfatina, una adipochina recentemente carat- 
terizzata, è in grado di legarsi al recettore dell’insuli- 
na ed esercita al contrario un’azione insulina-mime- 
tica producendo negli adipociti, miociti ed epatociti 
le stesse risposte metaboliche indotte dall’insulina. 
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Adipochine e sistema 
cardiovascolare 


L’obesità è associata al rischio di malattie car- 
diovascolari. Uno dei principali fattori in grado di 
aumentare il rischio di eventi atero-trombotici è la 
proteina che inattiva l’attivatore del plasminogeno 
(PAI). Questa citochina è una proteina serinica ad 
attività proteasica prodotta, oltre che dal fegato, an- 
che dal tessuto adiposo viscerale e svolge un’azio- 
ne inibente la fibrinolisi. 

Altre due adipochine che appartengono a questo 
gruppo ed hanno caratteristiche simili sono: l’adip- 
sina (0 fattore D del complemento) e 1°4crp30, è 
Adipo O. L’adipsina, di PM 40.000 attiva, per pro- 
teolisi, alcuni fattori del complemento e ne costitui- 
sce la cosiddetta via alternativa; è inoltre indispen- 
sabile per la sintesi della proteina ASP (proteina che 
stimola l'acilazione) favorendo così la sintesi e 
l'accumulo di trigliceridi trasferendo gli acidi gras- 
si dal sangue agli adipociti. L’Acrp30 o Adipo Q è 
una proteina simile al fattore del complemento c1q. 

Anche le proteine del sistema renina/angiotensi- 
na (angiotensinogeno; ACE; renina; e angiotensina 
II) sono espressi dal tessuto adiposo in condizioni 
di aumentata adiposità. L’angiotensina II agisce su- 
gli stessi adipociti stimolandone la loro crescita, e 
favorisce il differenziamento dei pre-adipociti, ed è 
anche in grado di agire sui vasi producendo iper- 
tensione, sovraccarico ventricolare ed ipertrofia 
cardiaca patologica ed inoltre rimodellamento va- 
scolare. 


Altri prodotti di secrezione 


L’adipocita è capace di sintetizzare e rilasciare 
in circolo anche fattori di crescita (TGF-B e PDGF) 
che pure intervengono anche loro nei processi di 
differenziamento dei pre-adipociti. La apolipopro- 
teina E (Apo E) e l’enzima lipoproteina lipasi sono 
pure rilasciate dall’adipocita ed entrambi i fattori 
servono a favorire il metabolismo delle lipoprotei- 
ne, chilomicroni e VLDL 

Il tessuto adiposo contiene inoltre due enzimi di 
notevole importanza nel metabolismo degli ormoni 
steroidei sessuali circolanti, la /7 B-idrossisteroide 
ossidoriduttasi e la aromatasi citocromo P450-di- 
pendente. La 17 -idrossisteroide ossidoriduttasi 
converte l’androstenedione, prodotto dalla cortec- 
cia surrenalica e di ridotta attività, in testosterone 
ormone attivo: 


Androstenedione 


17- idrossisteroide 
ossidoriduttasi 


OH 


Testosterone 


Questa via di produzione del testosterone , nei 
soggetti femminili, può produrre effetti di mascoli- 
nizzazione. Lo stesso enzima può convertire l’e- 
strone, poco attivo, nell’estradiolo, molto attivo: 


O 
HO | | 
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17- idrossisteroide 
ossidoriduttasi OH 


ros 


Estradiolo 


La aromatasi catalizza la aromatizzazione del- 
l’anello A degli androgeni, trasformandoli in estro- 
geni, per esempio, il testosterone in estradiolo: 


OH 
O | | 


Testosterone 
Aromatasi OH 
HO l | 
Estradiolo 
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I principali prodotti di secrezione del tessuto 
adiposo sono riportati nella Tabella 29.11, Va sotto. 
lineato che la produzione di tutte queste sostanze 
aumenta con l’aumentare della massa del tessuto 
adiposo, mentre in condizioni di scarsa adiposità si 
ha l’escrezione di udiponectina, che incentiva Va 
zione dell’insulina ed impedisce l'adesione dei mo 
nociti alle cellule endoteliali esercitando così un a 
zione ipoglicemizzante ed antiateromatosa di prote 
zione del sistema vascolare.Qweste azioni prorertive 
vengono meno nell’obesità quando l'adipoctta rl 
duce la formazione di adiponectina. 

Infine è utile ricordare che qualche anno fa un 
gruppo di ricercatori ha generato un topo transgeni. 
co che non esprime il tessuto adiposo bianco ed ha 
un contenuto bassissimo di tessuto adiposo bruno. 
Questi topi hanno crescita e fecondità ridotta, scar- 
sa resistenza alle infezioni, stato diabetico concla- 
mato (del tipo caratterizzato da insulino resistenza), 
insofferenza alle basse temperature e, in ogni caso, 
vanno incontro a morte prematura. Il fenotipo bio- 
chimico-metabolico di questi topi è riassunto nella 
Tabella 29.III. Non è da escludere che una situazio- 
ne di questo genere possa anche riscontrarsi nella 
patologia umana. Questo risultato di patologia spe- 
rimentale fa risaltare l’importanza funzionale del 
tessuto adiposo. 


Tabella 29.II 


Principali prodotti di secrezione del tessuto adiposo. 
























Apo E 
vello epatocitario. 
Adipsina 


TGF-8 (citochina) 
TNF-0 (citochina) 





nei trigliceridi. 


teliali. 









PDGF 


zietà e inibizione dei centri della fame. Aumento del 
dispendio energetico. Aumento della lipolisi e inibizione della lipogenesi. 


Lipoproteina lipasi Idrolisi dei trigliceridi legati ai chilocromi e alle VIDL. 


Trasporto di lipoproteine plasmatiche al fegato e loro assunzione per endocitosi a li- 


Attivazione dei centri della sa 


Attivazione della via alternativa del complemento. 


Facilita il trasporto di acili dal sangue al tessuto adiposo, e la loro incorporazione 


Potenzia l’azione dell’insulina e impedisc 


Stimola la proliferazione dei precursori degli adipociti. 


Riduce il trofismo e il differenziamento dei pre-adipociti in adipociti. 


Interleuchina 6 (IL-6) Come il TNF-a. Inibisce la lipoproteina lipasi. 
Aumenta la resistenza all’insulina. 


Inibisce l'attivazione del plasminogeno e inibisce la fibrinolisi; provoca rilascio di 

















e l'adesione dei monociti alle cellule endo- 
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Tabella 29.III 


Principali caratteristiche del fenotipo biochimico-mor- 
fologico del topo transgenico A-21P/F-1, che non pos- 
siede tessuto adiposo bianco ed esprime tessuto adi- 
poso bruno in quantità molto ridotta. 


e Fegato ed altri organi viscerali con ingente accu- 
mulo di trigliceridi 








e Aumento del livello plasmatico di acidi grassi libe- 
ri (2 volte) e dei trigliceridi legati 








e Iperglicemia (3 volte) 






e Iperinsulinemia (50-400 volte) 






e Riduzione (20 volte) del livello plasmatico di leptina 





e Stato diabetico conclamato. 


TERMOGENESI E TESSUTO 
ADIPOSO BRUNO 


È noto che la degradazione ossidativa completa 
dei substrati energetici ha una resa in energia libera, 
in termini di ATP prodotto, non superiore al 40%. 
La restante, più rilevante, quota è liberata come ca- 
lore. In generale in un uomo adulto il rapporto su- 
perficie corporea (che è l’area attraverso la quale 
può dissiparsi calore verso l’esterno) ed il peso cor- 
poreo è tale che in condizioni ambientali non trop- 
po rigide il calore prodotto è in eccesso rispetto a 
quello necessario a mantenere la temperatura cor- 
porea costante intorno ai 37°C e deve quindi essere 
in parte dissipato all’esterno. In altre parole, la 
“normale” produzione di calore che vede implicati 
soprattutto i tessuti muscolare ed epatico, ma anche 
Il tessuto adiposo bianco (si ricordi che la continua 
degradazione dei trigliceridi per via idrolitica porta 
alla liberazione dell’energia contenuta dei legami 
esterei sotto forma di calore) è più che sufficiente 
per mantenere costante la temperatura corporea. 
Pertanto il tessuto adiposo bruno rimane limitato a 
piccole (pressoché trascurabili) isole collocate a li- 
vello addominale, del tronco e delle zone sottosca- 
polare, interscapolare ed ascellare. Al contrario nel- 
la prima infanzia dove il suddetto rapporto è più a 
favore della superficie di dissipazione del calore, e 
quindi più calore spontaneamente si dissipa, il tes- 
suto adiposo bruno è molto più sviluppato e svolge 
un ruolo non trascurabile nel contribuire a mantene- 
re costante la temperatura corporea. Anche nell’a- 
dulto, se esposto continuativamente a clima rigida- 


mente freddo, a superalimentazione costante o a 
persistente stimolazione del sistema adrenergico, il 
tessuto adiposo bruno aumenta in quantità. 

Un ruolo chiave è svolto dal tessuto adiposo bru- 
no negli animali ibernanti, che ne posseggono gran- 
di quantità (fino al 5% dell’intera massa corporea). 
In questi casi l’associazione fra riduzione delle esi- 
genze caloriche dovute all’abbassamento della tem- 
peratura corporea e la continua generazione di calo- 
re da parte del tessuto adiposo bruno consente la 
sopravvivenza per mesi a climi gelidi. 


Metabolismo 


Gli adipociti bruni sono più piccoli di quelli 
bianchi, molto ricchi di mitocondri, con nucleo non 
schiacciato sotto la membrana plasmatica, e con più 
gocce lipidiche. La loro peculiarità metabolica con- 
siste nell’esprimere, a livello dei componenti della 
catena respiratoria, una proteina che disaccoppia la 


fosforilazione ossidativa dal flusso elettronico della 


catena respiratoria. Questa proteina, detta anche 
UCP (“uncoupling protein”) (*) 0 termogenina, di 
PM 32.000, è un canale protonico inserito nella 
membrana mitocondriale interna. Con canale aper- 
to i protoni, che nella catena respiratoria funzionan- 
te vengono continuamente spostati dalla matrice 
mitocondriale allo spazio intermembrana, rientrano 
nella matrice spinti dal gradiente e/udendo il pas- 
saggio mediato dalla ATP sintetasi. Si realizza così 
il disaccoppiamento e tutta l’energia del potenziale 
di ossidoriduzione si libera come calore. L’UCP è 
tenuta nella forma aperta da elevate concentrazio- 
ni di acidi grassi liberi, condizione che si realizza 
quando nella cellula è in corso intensa lipolisi. 
Allorché il flusso lipolitico si sospende e il substra- 
to ossidabile diventa il glucosio, il canale tende a 
chiudersi, i protoni si impegnano con l’ATP sinteta- 
S1 e si produce ATP che a sua volta mantiene il ca- 
nale nella forma saldamente chiusa. La catena re- 
spiratoria riprende a funzionare in regime di accop- 
piamento (Fig. 29.8). L’ancoraggio funzionale del 
tessuto adiposo bruno alla termogenesi è operato 
dalle catecolammine, adrenalina e noradrenalina, 
per le quali gli adipociti bruni dispongono di recet- 
tori di tipo P.. Una costante ed intensa stimolazione 
adrenergica, quale si verifica con esposizione del- 
l’organismo a basse temperature, innesca l’asse tra- 
sduzionale del cAMP, con attivazione della PKA, 
conseguente attivazione per fosforilazione della tri- 


' Questa proteina è ora chiamata UCP] per differenziarla da altre UCP, la UCP2, UCP3, UCP4 e UCP5 presenti in altri tes- 
suti ed aventi simili ma ancor poco precisati ruoli funzionali rispetto all’UCPI. 
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Figura 29.8 Circuito protonico attraverso la membrana interna dei mitocondri di tessuto adiposo 
bruno che ossidano piruvato (da glucosio) o acidi grassi 


Acil-CAR = Acil-carnitina; CT = catena respiratoria: PD = proteina disaccoppiante; AS = ATP sintetasi. 
gliceride lipasi, avvio del processo lipolitico e pro- scrizione dei geni per la /ipoproteina lipasi e per la 
duzione di acidi grassi liberi. La PKA, attraverso stessa UCP. In tal modo si assicura l’assunzione di 


una cascata di fosforilazioni, attiva anche la CREB acidi grassi di origine ematica da parte degli adipo- 
(“CREB “CRE binding protein”) che induce la tra- citi e una maggiore efficacia del processo termoge- 
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Figura 29.9 Schema dell'effetto termogenico esercitato dalle catecolammine sul tessuto adiposo 
bruno 


resto Di sr | so A nali irish Sio a Iena 
AC = adenilato ciclasi; R = recettore delle catecolammine; TG = trigliceridi dei chilomicroni e delle VLDL; LP = li- 
poproteina lipasi. 
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Tabella 29.IV 


Principali caratteristiche del tessuto adiposo bianco e bruno. 







Aspetti morfologici 





e Gocce lipidiche Grosse, uniloculari Piccole, multiple 





e Metabolismo acidi grassi Ossidazione locale 
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e B-Recettori adrenergici 
(asse cAMP) 
















Stimolazione lipolisi 

Induzione della UCP Induzione 
della lipasi lipoproteica. Attivazione 
della 5’-deiodinasi. 


Stimolazione termogenesi 


Stimolazione lipolisi. Stimolazione 
glicogenolisi (modesta) 






















Stimolazione glicogenolisi. 
Attivazione piruvato deidrogenasi 
e €7-Recettori adrenergici 


Inibizione lipolisi Attivazione scambiatore Na*/H* 
(inibizione adenilato ciclasi) 
e Enzimi attivi su ormoni steroidei | Presenti Assenti 
sessuali 


Riserva energetica. Secrezioni en- | Termogenesi 
docrine e paracrine 


netico. Un ulteriore effetto della PKA è l’attivazio- 2 Fprespiegione V., Pinkney lie Pea S.W. (1998) - 
ne della deiodinasi che converte la tiroxina (Ty) in "Pose ISSUE (38 BI RIGNELID, Gao paraeii (Gran, 


* | . | Int.J.Obesity 22: 145. 
trilodotironina (T3) attiva. Ne risulta un incremento 4 


ll’attivit , : Ilul h 3. Moitra J., Mason M.M., Olive M., Krylov D., Gavrilova O., 
dell’attività respiratoria cellulare, che pure concor- Marcus-Samuels B., Feigenbaum L., Lee E., Aoyama T,, 


e 0;Recettori adrenergici (asse 
Ca?*, PKC) 















re alla produzione di calore. L’azione della cateco- Eckhaus M., Reitman M.L., Vinson C. (1998) - Life without 
lamina sugli adipociti bruni è schematizzata nella white fat: a transgenic mouse, Genes and development, 12: 
Figura 29.9. 3168. 


Le principali caratteristiche del tessuto adiposo 4. Ahima R.S., Flier J.S. (2000) - Leptin, Annu. Rev. Physiol., 
bianco e bruno sono elencate nella Tabella 29.IV. 62: 413. 
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Vasodilatazione e vasocostrizione del sistema vascolare 
Rimodellamento e neoformazione vascolare 


VASI SANGUIGNI E CIRCOLAZIONE 


Il sistema vascolare consiste di arterie, arteriole, capillari , venule e vene. Il san- 
gue pompato dal cuore è trasferito per mezzo del sistema vascolare arterioso dal cuo- 
re ai tessuti, mentre il sistema venoso trasferisce il sangue dalla rete dei capillari fino 
al cuore (Fig. 30.1). 

Le arterie sono vasi resistenti, flessibili con pareti spesse ed elastiche che possano 
dilatarsi e propagare fino alle periferie la spinta data al sangue dalla contrazione dei 
ventricoli. Le vene hanno un lume più largo e le pareti sono più sottili e meno elasti- 
che (Fig. 30.2). 

Da un punto di vista istologico nei vasi si possono distinguere 3 strati 0 tuniche an- 
dando dall’interno all’esterno: intima, media e avventizia. La tunica intima contiene 
l’endotelio che è uno strato di ce/lu/e endoteliali di tipo piatto, estremamente leviga- 
to, che rappresenta la superficie a diretto contatto con il sangue. 

Le cellule endoteliali sono strutturate senza spazi intercellulari su un supporto di 
tessuto elastico connettivo, chiamato /amina interna. Questa lamina è assente nelle ve- 
ne. La tunica media, di solito la più spessa, è situata nel mezzo della struttura vasco- 
lare e si compone di strati di ce//ule muscolari lisce orientate a spirale con fibre ela- 
stiche in diverse proporzioni. Queste cellule muscolari lisce, che sono sotto il control- 
lo di numerosi mediatori e del sistema nervoso simpatico, possono causare vasocostri- 
zione 0 vasodilatazione regolando così la dinamica del sistema circolatorio e la pres- 
sione sanguigna. Lo strato esterno è la tunica avventizia ed è composto principalmen- 
te da e/astina e collageno. Questo strato svolge le funzioni di sostegno e di protezio» 
ne dei vasi sanguigni. La parete delle arterie è molto più spessa di quella delle vene in 
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Figura 30.1 Sistema vascolare arterioso e venoso 
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quanto deve sopportare la pressione arteriosa più 
elevata. Per questo motivo è più difficile distingue- 
re i tre strati di tessuto in una vena. 

Passando dalle grandi arterie alle arteriole si ha 
una riduzione dello spessore della parete ed in par- 
ticolare nella tunica media diminuisce la presenza 
di elastina a favore della componente cellulare mu- 
scolare liscia. L’arteriola terminale porta ad una 
meta arteriola che si ramifica in un letto di capillari 
fino al canale di passaggio che sfocia nella venula 
post-capillare. 

I capillari sono gli unici vasi in cui la parete con- 


sente scambi tra sangue e tessuti circostanti (micro- 
circolo). Appaiono come dei cilindri costituiti dalla 
sola tonaca intima (endotelio) rivestita esternamen- 
te da una membrana basale. I capillari sono così 
piccoli (diametro: 8 um) che al loro interno il san- 
gue fluisce lentamente assicurando un lungo tempo 
di contatto tra il sangue e le singole cellule e quin- 
di lo scambio di O, e nutrienti. Dai capillari arte- 
riosi il sangue passa, senza alcuna discontinuità, nei 
capillari venosi che, confluendo, formeranno vene 
di calibro via via maggiore. 

Le vene di calibro maggiore hanno una tunica in- 
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Figura 30.2 Raffronto fra la morfologia di una arteria e di una vena 


tima ricoperta da endotelio, lamina basale e tessuto 
connettivo subendoteliale, mentre la tunica media 
ha 4-5 strati di tessuto muscolare e liscio e collage- 
ne. 

Diminuendo la dimensione delle vene, la tunica 
media si riduce fino a scomparire nelle piccole ve- 
ne sostituite da uno strato di tessuto muscolare. 
Nelle piccole vene inoltre vi è la presenza di tessu- 
to contrattile costituito dai periciti, molto sensibili 
all’istammina e alla serotonina, conferendo in que- 
sto modo alle piccole vene permeabilità ai fluidi. 

Un aspetto molto importante del sistema venoso 
è rappresentato da un sistema di valvole formate da 
estroflessioni della tunica intima che permette a 
questo sistema di non avere dei controflussi. 


TESSUTO MUSCOLARE LISCIO (*) 


Organizzazione strutturale del 
muscolo liscio 


Le miocellule lisce hanno larghezza intorno a 2- 
5 um e lunghezza che in casi speciali (quali l’utero 
in gravidanza) può raggiungere anche 500 um. 
Non posseggono strutture a bande né birifrangenza 
in quanto l’apparato miofibrillare non è organizza- 
to a sequenze di sarcomeri. Mancano pure del siste- 


ma tubulare trasverso della membrana plasmatica e 
del sistema canalicolare (cisterne terminali) del re- 
ticolo endoplasmatico. 

Il citoscheletro gioca un ruolo primario nel de- 
terminare l’organizzazione delle miocellule lisce. 
Più filamenti intermedi decorrono al centro della 
cellula, lungo l’asse longitudinale, coinvolgendo il 
nucleo. Sui filamenti intermedi sono collocate strut- 
ture fibrose, chiamate corpi densi citoplasmatici, 
tenacemente ancorate ai filamenti stessi. Analoghi 
corpi densi sono pure collocati sulla faccia interna 
della membrana plasmatica (corpi densi sarcolem- 
matici). Le miofibrille si agganciano da una parte ai 
corpi densi sarcolemmatici (actina) e, dall’altra, ai 
corpi densi citoplasmatici (miosina) disponendosi 
quindi trasversalmente all’asse longitudinale delle 
cellule con i filamenti di actina agganciati da una 
parte e quelli di miosina dall’altra (Fig. 30.3). 

La porzione contrattile delle miofibrille è costi- 
tuita da actina e miosina, la prima molto più abbon- 
dante della seconda. Coppie di filamenti di actina-F 
si attorcigliano fra di loro, come nel muscolo stria- 
to, anche se mancano le troponine, e nel solco da lo- 
ro definito si dispongono le molecole di tropomiosi- 
na. Le teste di miosina posseggono soltanto due ca- 
tene leggere, fosforilabili. Le proteine regolatorie 
caratteristiche del muscolo liscio sono /a calponina 
e il caldesmone. La calponina (PM 34.000) si lega 
alla actina e alla tropomiosina inibendo la ATP-asi 
miosinica. L’inibizione è rimossa dalla Ca°*-cal- 


(*) La trattazione sulla biochimica del tessuto muscolare liscio qui presentata vale anche per il tessuto muscolare liscio a 


sede non vascolare. 
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Figura 30.3 Rappresentazione schematica dell'apparato contrattile e filamenti intermedi del cito- 
scheletro di miocellule lisce allo stato rilassato o contratto 





modulina e dalla fosforilazione della calponina 
operata dalla proteina chinasi C e dalla proteina chi- 
nasi Ca°*-calmodulina dipendente. Il caldesmone 
(PM 145.000) è una molecola allungata che si di- 
spone lungo il solco della actina-F, sovrapponendo- 
si a 14 monomeri di actina ed affiancandosi alla 
tropomiosina. Anche il caldesmone esercita un’a- 
zione inibitoria nei confronti dell’ ATP-asi miosini- 
ca, inibizione che è rimossa dalla Ca?*-calmoduli- 
na. 


Contrazione del muscolo liscio 


La contrazione del muscolo liscio, in particolare 
quello vascolare, è innescata da uno sfimolo nervo- 
so o ormonale. Essendo assenti placche motrici, lo 
stimolo nervoso è mediato da un neurotrasmettitore 
che è rilasciato direttamente dall’assone nella zona 
di contatto del vaso con il muscolo. Pertanto la ri- 
sposta allo stimolo è mediata da recettori per il neu- 
rotrasmettitore o l’ormone collocati sulla membra- 
na plasmatica. La muscolatura liscia viscerale ha 
invece la capacità di evocare potenziali di azione 
spontanei, da parte di miociti “pacemarker” cosic- 
ché l’onda di depolarizzazione è trasmessa da una 
cellula all’altra. Nel caso di stimoli nervosi o di 


spontanea generazione si ha apertura dei canali 
sarcolemmatici del Ca°* voltaggio dipendenti (del 
tipo lento) con aumento della concentrazione del 
Ca?* nel citosol. Nel caso di stimoli ormonali, a se- 
conda del recettore implicato, si può avere apertura 
dei canali del Ca°* sarcolemmatici (per esempio 
nel caso del recettore o-adrenergico, attivato dal- 
la noradrenalina), oppure de/ reticolo sarcoplasma- 
tico, attraverso l’innesco del sistema trasduzionale 
recettore/proteina-G/fosfolipasi C/inositolotrifosfa- 
to (IP3) e diacilglicerolo (DAG). Questo sistema è 
utilizzato dai recettori 0j-adrenergici, e da quelli 
della serotonina, angiotensina II, ed endotelina 1. 
Mentre l’IP3 promuove direttamente l’apertura nel 
reticolo dei canali del Ca?*, il DAG attiva (in pre- 
senza di piccole quantità di Ca?*) la PKC che, pro- 
vocando la fosforilazione di proteine dell’apparato 
contrattile, le sensibilizza al Ca?* e ne facilita la 
permanenza nello stato contratto: il suo ruolo quin- 
di non è di innescare, ma di protrarre lo stato di con- 
trazione. Va osservato che il Ca?*, man mano che 
fluisce nel citosol, stimola il rilascio di Ca?* da par- 
te del reticolo sarcoplasmatico facilitando il rag- 
giungimento delle concentrazioni del catione neces- 
sarie per indurre la contrazione. 

Allo stato di riposo l’interazione fra actina e teste 
della miosina è impedita dall’azione rivestente del- 
la calponina e del caldesmone. Inoltre l’attività 
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ATP-asica, contenuta nelle teste miosiniche è inibi- 
ta. Con l’avvento del Ca?*, si forma il complesso 
Ca?*-calmodulina che si combina con la miosina- 
chinasi, presente nel citosol, e la attiva. L’enzima 
attivo fosforila la catena leggera della testa miosi- 
nica e il caldesmone: ne risulta una diversa architet- 
tura molecolare delle proteine miofibrillari contrat- 
tili e l’attivazione della ATP-asi miosinica da parte 
dell’actina-F. L’attacco di P; e ADP alla testa miosi- 
nica, dovuti all’azione dell’ ATP-asi, provoca le mo- 
dificazioni meccano-chimiche della miosina (già 
descritte per il muscolo striato) la quale arpiona 
l’actina facendo scorrere i filamenti di actina e mio- 
sina uno sull’altro. Questo accorciamento stira i 
corpi densi sarcolemmatici verso quelli citoplasma- 
tici (cui i filamenti di actina-F e di miosina sono ri- 
spettivamente attaccati) provocando l’accorciamen- 
to della cellula muscolare liscia, che assume una 
conformazione più tondeggiante (Fig. 30.4). 
Esauritosi lo stimolo: (a) il Ca?* viene rapida- 
mente rimosso dal citosol per effetto della pompa 
del Ca°* ATP-dipendente e dello scambiatore 
Na*/Ca?*, (b) le fosfatasi citosoliche defosforilano 
le catene leggere della miosina e del caldesmone, e 
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(c) la miosina chinasi, da cui si stacca la calmoduli- 
na privata del Ca°', ritorna allo stato di inattività. 
L’ATP si ancora alla miosina respingendo la actina- 
F, interrompendosi così l’effetto attivatorio di que- 
st’ultima sulla ATP-asi miosinica. Il muscolo liscio 
assume l’assetto rilasciato. 


Effetti regolatori sul tono della 
muscolatura liscia 


La contrazione ed il rilassamento dei muscoli li- 
sci, in particolare dei vasi ematici, sono sottoposti a 
complesse regolazioni. Ormoni che provocano un 
innalzamento della concentrazione citoplasmatica 
di Ca?*, per mezzo del complesso Ca?* -calmoduli- 
na, stimolano la contrazione, provocando la fosfori- 
lazione delle catene leggere della miosina e del cal- 
desmone. Ormoni che aumentano la formazione di 
cAMP hanno effetto contrario, vasodilatatore. Ciò è 
dovuto all’innesco da essi provocato del sistema 
trasduzionale del CAMP. Infatti la proteina chinasi 
A, attivata dal CAMP, fosforila la miosina chinasi 
inattivandola: la mancata fosforilazione delle cate- 
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Figura 30.4. Schema del processo di contrazione e rilassamento del muscolo liscio 


= effetto inibitorio; 4)= effetto attivatorio. 


898 è Biochimica del tessuto vascolare 


ne leggere delle teste miosiniche produce di conse- 
guenza il rilassamento muscolare. Analogo effetto 
miorilassante è esercitato da quelle sostanze (fatto- 
re natriuretico atriale, NO, bradichinina) che deter- 
minano produzione di cGMP e quindi attivazione 
delle proteine chinasi G (PKG). Queste chinasi fo- 
sforilano, inibendoli, i canali sarcolemmatici del 
Ca?* VOCC, o quelli IP; sensibili del reticolo sar- 
coplasmatico, oppure sempre per fosforilazione, at- 
tivano il canale del K* con conseguente iperpolariz- 
zazione della membrana con impedimento a gene- 
rare il potenziale di azione (Fig. 30.4). 

Va infine osservato che durante un prolungato 
stato di contrazione la muscolatura liscia, partico- 
larmente quella vascolare, può mantenersi modera- 
tamente contratta anche con concentrazioni citoso- 
liche di Ca°* vicine a quelle di riposo. Ciò sarebbe 
in relazione al fatto che il sistema miosina 
chinasi/fosfatasi in queste condizioni potrebbe in- 
teragire con complessi actomiosinici parzialmente 
defosforilati, e molto stabili, (“ponti a catenaccio, 
“latch bridges”) attraverso i quali l’attività ATP- 
asica viene mantenuta bassa e lo stato di contrazio- 
ne attenuato, col risultato di ottenere un “tono” mu- 
scolare efficace ma con ridotto consumo energetico. 


VASODILATAZIONE E 
VASOCOSTRIZIONE DEL SISTEMA 
VASCOLARE 


Il controllo sullo stato di costrizione o dilatazio- 
ne dei vasi può essere esercitato solo sulle strutture 
aventi nel proprio spessore la muscolatura liscia. 
Tale controllo può essere di origine nervosa, ormo- 
nale e metabolica, quindi un controllo a distanza o 
locale. 

Il controllo nervoso vasale produce vasocostri- 
zione e dipende dal sistema simpatico adrenergico 
che agisce sulla muscolatura liscia attraverso il me- 
diatore chimico noradrenalina. 

La vasodilatazione di origine nervosa può essere 
passiva dipendente dall’inibizione del sistema sim- 
patico adrenergico, oppure attiva con azione diretta 
basata sull’azione di mediatori sulla muscolatura 
vasale quali acetil-colina, dopammina, istammina, 
oppure con azione indiretta con la stimolazione di 
un nervo sensitivo con produzione di chinine. 

Il controllo ormonale e metabolico del tono va- 
scolare prevede il ruolo fondamentale dell’endote- 
lio. 

L'integrità anatomica e funzionale dell’endotelio 
è indispensabile per il mantenimento del bilancio fi- 
siologico fra vasodilatazione e vasocostrizione,ed 


anche fra inibizione e stimolazione della prolifera- 
zione delle cellule muscolari lisce e fra tromboge- 
nesi e fibrinolisi. 

Le cellule endoteliali, per la loro posizione stra- 
tegica fra il sangue circolante e la sottostante mu- 
scolatura liscia, sono in grado di rispondere a stimo- 
lazioni di natura emodinamica (“shear stress ”- sti- 
ramento della parete arteriosa-; variazioni di pres- 
sione) o indotte da specifici mediatori (ormoni; me- 
tabolici locali; sostanze di derivazione piastrinica) 
con la produzione di numerosi agenti vasoattivi. / 


fattori di derivazione endoteliale sono classificabili 


in due gruppi: 

— Sostanze ad azione vasodilatante, antiproliferati- 
va, antipiastrinica e antitrombotica, responsabili 
delle azioni prevalenti dell’endotelio normale 
(monossido d'azoto, NO; prostaciclina, PGl»; 
fattore iperpolarizzante di derivazione endotelia- 
le, EDHF; fattore iperpolarizzante acido epos- 
sieicosatrienoico, EET) (Fig. 30.5). 

— Sostanze ad azione vasocostrittrice, promitotica e 
protrombotica (endotelina 1, ET-1; prostaglandi- 
na H3, PGH;; trombossano, TXA,; angiotensina 
II: radicali superossido, 0°) (Fig. 30.6). 

Le sostanze di origine endoteliale che esercitano 
un'azione vasodilatatrice si formano nelle cellule 
endoteliali in risposta a specifici stimoli che deter- 
minano come evento finale un aumento di Ca?* ci- 
tosolico e quindi di Ca?*-calmodulina in grado di 
provocare l’attivazione dei sistemi enzimatici (NO- 
sintasi endoteliale; cicloossigenasi; cit. P450) re- 
sponsabili della formazione dei mediatori ad azione 
vasodilatante. 

Il monossido d’azoto NO è il mediatore più im- 
portante in grado di produrre vasodilatazione. È 
prodotto nelle cellule dall’arginina per opera del- 
l’enzima NO-sintetasi (ENOS: NOS tipo III) in ri- 
sposta a cambiamenti fisici (shear stress, variazioni 
pressorie, ipossia) o da specifici mediatori (acetil- 
colina, bradichinina, 2 agonisti, sostanza P, ista- 
mina, vasopressina). 

Una volta formatosi, 1’NO diffonde rapidamente 
nello spazio intercellulare verso le cellule muscola- 
ri lisce dove provoca rilassamento in seguito all’au- 
mento delle concentrazioni di cGMP (Fig. 30.4). 
Oltre all’azione vasodilatatrice, 1’NO possiede una 
potente azione antiaggregante piastrinica, inibisce 
la sintesi di endotelina (vasocostrittore), la migra- 
zione e la proliferazione delle cellule muscolari li- 
sce, l’espressione delle molecole di adesione, l’ade- 
sione dei monociti circolanti ed ha attività antitrom- 
botiche. L’NO è quindi un potente agente antiatero- 
sclerotico di origine endoteliale. Gli altri agenti va- 
sodilatatori endoteliali rivestono un ruolo significa- 
tivo in distretti vascolari particolari. La PGI, si for- 
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Figura 30.5 Rappresentazione schematica dei meccanismi che provocano vasodilatazione: siner- 
gismo fra eventi a sede endoteliale ed a sede muscolare liscia 





Le sigle inserite in un quadrato corrispondono a recettori di membrana. 


ma dall’acido arachidonico per attivazione delle ci- 
cloossigenasi, specialmente in risposta allo ““shear 
stress”, mentre 1’ ED/HF la cui identità è tuttora sco- 
nosciuta, viene prodotto come meccanismo com- 
pensatorio in presenza di una ridotta biodisponibili- 
tà di NO, particolarmente ad alte concentrazioni di 
bradichinina. Un altro agente iperpolarizzante, ad 
azione vasodilatante sulla cellula muscolare liscia, 
è l’acido epossieicosatrienoico (EET) che si forma 
dall’acido arachidonico per azione della citocromo 
P450 epossigenasi. Oltre all’azione vasodilatatrice, 
l’EET assume crescente importanza per la sua po- 
tente azione antinfiammatoria, antiaterogenica e di 
stimolo all’azione dell’insulina. Altri stimoli di ori- 
gine piastrinica (ADP, 5-HT), trombina ed endoteli- 
na a basse concentrazioni esercitano un’azione va- 
sodilatante NO-mediata di breve durata in presenza 
di endotelio integro. Questa azione impedisce la 
formazione di microaggregati di piastrine e quindi 
elimina il pericolo di occlusione vascolare quando 
il vaso non è danneggiato. 


L’adenosina prodotta dall’attività 5’-nucleotida- 
sica è rilasciata principalmente dal muscolo schele- 
trico e cardiaco in condizioni di aumentata attività e 
producendo vasodilatazione, aumenta la disponibi- 
lità di O). 

L’azione vasodilatatrice è la conseguenza di mol- 
teplici meccanismi: aumentato rilascio di K* dalle 
cellule muscolari; stimolazione dei recettori 0; en- 
doteliali con produzione di NO; azione diretta del- 
l’adenosina sulla cellula muscolare liscia con aper- 
tura dei canali K* ed iperpolarizzazione. 

L’istamina rilasciata dai mastociti aumenta la 
produzione di NO ed induce vasodilatazione spe- 
cialmente nelle vie arteriose. Fra i neuropeptidi la 
sostanza P causa una vasodilatazione endotelio-di- 
pendente e NO mediata specialmente in seguito a 
stimolazione dei nervi sensori. 

L’ossido di carbonio CO è sintetizzato in seguito 
all’attivazione nella parete vascolare dell’eme ossi- 
genasi 1 e 2. Contribuisce all’azione rilassante nei 
vasi che sono insensibili agli inibitori della eNOS. I| 
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rilassamento è innescato dall’aumento di GMPc che 
il CO provoca nella cellula muscolare liscia. La va- 
sopressina e l'ossitocina causano rilassamento par- 
ticolarmente in alcune arterie cerebrali per mezzo 
del recettore endoteliale V, favorendo così una ridi- 
stribuzione del flusso sanguigno cerebrale nelle cir- 
costanze in cui i due ormoni sono secreti (Fig. 30.5). 

Le cellule endoteliali sono anche in grado di rila- 
sciare sostanze che producono vasocostrizione del- 
le cellule muscolari lisce e questo si verifica parti- 
colarmente in presenza di disfunzione o danno en- 
doteliale (Fig. 30.6). 

L'endotelina (ET-1) è il più potente vasocostrit- 
tore biologico. È un peptide composto da 21 ammi- 
noacidi, sintetizzato de novo dalle cellule endotelia- 
li sotto forma di un precursore inattivo (pre-pro-ET- 
1). Questo viene trasformato in pro-ET-1 e quindi 
convertito in ET-1 dall’enzima convertasi. La pro- 
duzione di ET-1 è stimolata da numerosi mediatori 
(adrenalina, angiotensina II, trombina, insulina, va- 
sopressina, TGF-8; IL-1, basso “shear stress” e 


ipossia). I fattori endoteliali rilassanti NO e PGI, 
inibiscono a livello nucleare il promotore genico 
dell’ET-1 e quindi riducono la formazione 
dell’'mRNA della Pre-pro ET-1, mentre i radicali 
ROS, generati da situazioni pro-infiammatorie e 
stress ossidativi, favoriscono la formazione di ET-1. 
Il meccanismo di vasocostrizione causato dalla ET- 
1, particolarmente presente nel sistema vascolare 
cerebrale, è imperniato sulla attivazione dei recetto- 
ri ET-A. Nella cellula endoteliale è presente anche 
un recettore ET-B la cui stimolazione causa aumen- 
to di Ca?* e quindi rilascio di fattori vasodilatanti. 
Quest'ultimo effetto mitiga l’azione vasocostrittrice 
esercitata dalla ET-1 in condizioni di endotelio inte- 
gro, mentre nelle condizioni di disfunzione endote- 
liale e aterosclerosi diventa meno rilevante, preva- 
lendo così un netto effetto di vasocontrazione eser- 
citato dall’ET-1. Per questo motivo l'ET-1 è impli- 
cata nella patogenesi dell'aterosclerosi e dell’iper- 
tensione, 

Un altro potente fattore vasocostrittore di origine 
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Figura 30.6 Rappresentazione schematica dei meccanismi che provocano vasocostrizione: siner- 
gismo fra eventi a sede endoteliare e a sede muscolare liscia 
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endoteliale è l’angiotensina II. Si forma predomi- 
nantemente nell’endotelio dal precursore angioten- 
sina I ad opera dell’enzima proteasico di conversio- 
ne dell’angiotensina (ACE). La vasocostrizione 
esercitata dalla angiotensina II in condizioni di sti- 
molazione acuta è mediata dai recettori AT-1 che 
promuovono un accumulo di Ca?* nelle cellule 
VSMC. L'effetto ipertensivo dell’angiotensina II è 
accentuato dalla stimolazione del rilascio di aldo- 
sterone e dal riassorbimento renale di Na* che au- 
mentano la ritenzione idrica. Nella stimolazione 
cronica l’angiotensina II stimola il rimodellamento 
del vaso con ipertrofia e iperplasia delle cellule mu- 
scolari lisce contribuendo così alla patogenesi del- 
l’ipertensione e dell’aterosclerosi. 

Altri fattori di origine endoteliale ad azione vaso- 
costrittrice sono i derivati dell’acido arachidonico, 
che si formano dalla cicloossigenasi COX-/, PGH, 
e trombossano TXA;. Questi derivati sono partico- 
larmente efficaci nelle vene periferiche e nella cir- 
colazione cerebrale e nelle arterie in condizioni di 
stiramento. Anche se le cellule endoteliali conten- 
gono un'attività trombossano sintetasica, la sorgen- 
te più significativa di TXA, è rappresentata dalle 
piastrine. 

I radicali dell'O, (ROS) possono anch'essi pro- 
vocare Importanti effetti vasocostrittori. L’anione 
superossido O,° può formarsi nelle cellule endote- 
liali con diversi meccanismi: dalla NADPH ossida- 
s1 a seguito della stimolazione da parte della angio- 
tensina II, oppure dall’attivazione delle cellule poli- 
morfonucleate o in conseguenza della riperfusione 
post-ischemica o dall’enzima e-NOS in condizioni 
disaccoppiate. Quando l’O,° è formato in elevata 
quantità, può reagire con l’NO formando il potente 
derivato pro-ossidante perossinitrito ONOO. 

Gli effetti combinati procurati dall’O.* sull’inat- 
tivazione dell’NO e dall’azione perossidante e ni- 
trosilante del perossinitrito, con inibizione dei cana- 
li K* delle cellule muscolari lisce e sulla formazio- 
ne di PGI,, causano un’azione di vasocontrazione, 
specialmente nelle arterie cerebrali, e contribuisco- 
no a danneggiare la funzione endoteliale e a favori- 
re il processo aterogenetico. 

Al contrario, in presenza di una ridotta formazio- 
ne di O,° prevale in seguito all’attività superossido 
dismutasi la formazione di H,O; da cui risulta un 
effetto di vasodilatazione mediato dall’attivazione 
dei canali del potassio, calcio dipendenti. 

Più in generale la disfunzione endoteliale, pro- 
dotta dai fattori di rischio cardiovascolare o il dan- 
no vero e proprio che si verifica negli stadi avanza- 
ti della malattia aterosclerotica, favoriscono l’azio- 
ne dell’ET-1, dei prostanoidi e dell’angiotensina II, 
sostenendo lo sviluppo e la progressione della ma- 


lattia vascolare e la comparsa delle sue complica 
zioni distrettuali. 

E accertato che esiste una stretta relazione fra di 
sfunzione endoteliale e i comuni fattori di riselo 
cardiovascolare, quali il diabete mellito, l'iperten 
sione arteriosa, l’ipercolesterolemia, |'iperomoci 
steinemia e l’invecchiamento . 


RIMODELLAMENTO E 
NEOFORMAZIONE VASCOLARE 


Il rimodellamento vascolare implica cambiamen- 
ti in 4 processi: crescita, morte e migrazione delle 
cellule vascolari e modifica della matrice extracel- 
lulare. E causato da interazioni generate localmente 
da fattori di crescita, sostanze vasoattive e da stimo- 
li prodotti dal flusso sanguigno ed è finalizzato ad 
adattare il vaso ai cambiamenti emodinamici persi- 
stenti nel tempo che possono causare nel tessuto an- 
che disfunzioni vascolari. Vi è un ampio spettro di 
rimodellamenti vascolari. In risposta ad elevata 
pressione arteriosa si può avere aumento dell’am- 
piezza della parete muscolare con riduzione del lu- 
me, oppure, nel caso di elevato flusso sanguigno o 
di proteolisi della matrice extracellulare (aneuri- 
smi), si ha un cambiamento della dimensione lumi- 
nale e vasodilatazione. Al contrario una riduzione 
di flusso sanguigno produce una diminuzione della 
massa e del calibro vascolare. Un danno vascolare 
favorisce invece la migrazione e proliferazione del- 
le VSMC con iperplasia dello strato intimale. 

La Figura 30.7 illustra quali sono i principali se- 
gnali che, interagendo con le cellule endoteliali por- 
tano alla formazione dei mediatori che, a loro volta, 
provocano il rimodellamento del vaso. Sia cambia- 
menti emodinamici (“shear stress”) che l’esposizio- 
ne dell’endotelio a fattori autocrini e paracrini (an- 
giotensina II, ATP, trombina, endotelina, noradrena- 
lina, citochine infiammatorie, fattori di crescita, 
LDL ossidate) possono non solo intervenire nella 
formazione di mediatori che influenzano il tono va- 
scolare, ma indurre a livello genico l’espressione di 
fattori capaci di intervenire su//a crescita e la mi- 
grazione delle cellule muscolari lisce (fattori di cre- 
scita: PDGF; TGFpI e 2; FGFb) oppure la produ- 
zione di componenti della matrice (collagene I, III, 
IV eV; laminina; trombospondina; elastina; tena- 
scina; fibronectina e eparansolfato) e del loro me- 
tabolismo (proteasi della matrice con loro attivato- 
ri o inibitori). 

In generale composti che producono un effetto di 
vasodilatazione attivando nelle cellule muscolari li- 
sce l’adenilico ciclasi o la guanilico ciclasi (NO, 
PGI;) inibiscono la crescita e la migrazione cellula- 
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Figura 30.7 Segnali che agendo sulle cellule endoteliali contribuiscono al rimodellamento delle 


cellule vascolari lisce 





re, mentre agonisti con effetto vasocostrittore pro- 
ducono la proliferazione delle cellule muscolari li- 
sce e la sintesi di proteine della matrice. 

Importanti meccanismi che intervengono inoltre 
nel rimodellamento vascolare sono quelli che favo- 
riscono l'apoptosi delle VSMC (FGFb; INF-y) e la 
produzione di modulatori delle proteasi della ma- 
trice (eparan solfato; itPA; stromalisine). 

Ad esempio l’attivazione dell’elastasi, riducendo 
la quantità di elastina nella parete vascolare, dimi- 
nuisce le proprietà elastiche del vaso, mentre l’atti- 
vazione della endoglicosidasi che provoca la degra- 
dazione dell’eparansolfato favorisce la crescita del- 
le VSMC. 

Un importante stimolo che interviene nel rimo- 
dellamento vascolare è poi l’ipossia. Un deficit di 
ossigenazione, che si ha in conseguenza di un ridot- 
to 0 mancante flusso sanguigno, sia in forma acuta 
che cronica, può favorire la produzione e la secre- 
zione di fattori che stimolano una neo-vascolarizza- 
zione che tende a contrastare lo stress ipossico. Un 
ruolo importante in questo adattamento è svolto dal 
fattore di trascrizione HIF-1 che stabilizzandosi in 


condizioni ipossiche, induce la trascrizione di nu- 
merosi fattori pro-angiogenici (VEGF; SDF-]; 
MCP-1) che richiamano cellule endoteliali progeni- 
trici (EPC) di origine midollare. Queste cellule, 
aderendo al vaso “ipossico”, rilasciano fattori che 
degradano la membrana basale endoteliale (meza/- 
loproteasi) e secernono elevate quantità di cifochi- 
ne proangiogeniche (HGF; IGF-1; VEGF FGFb) 
che favoriscono la formazione di strutture neo-ca- 
pillari cubiformi (“sprouting’). In queste strutture 
native migrano le cellule endoteliali vicinali indotte 
a proliferare, assicurando così, assieme alle EPC, la 
conversione dei capillari neoformati in capillari ma- 
turi. 

Questo processo di neo-vascolarizzazione, che 
prende avvio da vasi preesistenti, si definisce an- 
giogenesi. Esso fa parte dei meccanismi interessati 
alla rigenerazione di tessuti danneggiati ma si attiva 
anche nel corso della crescita tumorale, sostenendo- 
la. Pertanto, nel primo caso le strategie terapeuti- 
che sono mirate a favorirla per garantire la perfusio- 
ne del tessuto danneggiato e quindi il suo recupero, 
mentre nel secondo sono previsti interventi farma- 


cologici mirati a ridurla per contrastare la crescita 
tumorale. 

Oltre al processo angiogenetico esiste anche 
quello vasculogenetico che prevede la formazione 
“ex novo” di strutture vascolari da emangioblasti 
residenti o circolanti o da cellule EPC. 
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INTRODUZIONE 


Nell’organismo umano i reni adempiono in modo determinante a diverse funzioni 
essenziali al mantenimento dello stato di salute. Le differenti funzioni renali, com- 
prendono: a) /’'escrezione dei prodotti finali del catabolismo (urea, ac. urico, creatini- 
na, etc.), di farmaci e molecole tossiche; b) il controllo della concentrazione plasma- 
tica di proteine ed importanti metaboliti (glucosio, amminoacidi, lattato, etc.); c) /a re- 
golazione del contenuto di acqua e di elettroliti (controllo della pressione arteriosa e 
dell’equilibrio idro-elettrolitico); d) /a regolazione del pH plasmatico (equilibrio aci- 
do-base; e) i/ controllo della calcemia; f) il controllo dell’emopoiesi (produzione di 
globuli rossi). 

L’unità strutturale e funzionale del rene è rappresentata dal nefrone e ciascun rene 
contiene circa 900.000 nefroni. Il nefrone (Fig. 31.1) è costituito dal corpuscolo del 
Malpighi (composto dal glomerulo e capsula di Bowman), parte specializzata nel pro- 
cesso di filtrazione del plasma e dal sistema tubulare renale (tubulo contorto prossi- 
male, ansa di Henle, tubulo distale, tubulo e dotto collettore), la parte che elabora l’u- 
rina finale, rilasciandola poi nella pelvi renale e da qui nell’uretere. 

Come in altri organi, la specializzazione funzionale renale è mediata dalla specia- 
lizzazione biochimica dell’organo, caratterizzata da una specifica composizione mo- 
lecolare (espressione di proteine strutturali ed enzimatiche, trasportatori, recettori, or- 
moni, etc.) differentemente localizzata nei diversi distretti del nefrone. 


METABOLISMO RENALE 


Pur rappresentando soltanto lo 0,4% del peso corporeo (300 g per due reni), nel- 
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Sono illustrati i diversi distretti del nefrone e le relative funzioni. 


l'organismo adulto la richiesta energetica renale 
contribuisce all’8-10% del metabolismo basale del- 
l'organismo. L’intenso metabolismo energetico re- 
nale è testimoniato dall’elevato consumo di O,, cor- 
rispondente a circa il 30% dell’O, consumato/Kg di 
peso dell’organo, e paragonabile soltanto al consu- 
mo cardiaco. La maggior parte (> 75%) dell’energia 
prodotta dal rene è utilizzata nei processi di traspor- 
to attivo responsabili del recupero di ioni e moleco- 
le ultrafiltrati a livello glomerulare. 

Nel rene si distinguono due regioni differenti per 
composizione cellulare, proprietà funzionali, carat- 
teristiche molecolari ed esigenze metaboliche: la 
zona periferica, o corticale (comprendente glome- 
ruli, tubuli contorti prossimale e distale, e inizio dei 
tubuli collettori) e la parte interna, midollare (com- 
prendente anse di Henle, tubuli e dotti collettori e 
pelvi renale). Il metabolismo energetico della corti- 
cale e della midollare è notevolmente diverso (Fig. 
31.2), conseguentemente alla differente vascolariz- 
zazione, abbondante nella corticale e ridotta nella 
midollare, ed alle differenti richieste energetiche, 
elevate nella corticale e moderate nella midollare. 
Pertanto, la porzione corticale è sede di un intenso 
metabolismo aerobio, favorito anche dalla presenza 
di numerosi mitocondri, ricchi di creste dove ab- 


bondano i componenti della catena respiratoria e 
l’ATP sintetasi. Il processo catabolico più rilevante 
è la P-ossidazione degli acidi grassi (soprattutto di 
acido palmitico), ma il rene è in grado di ossidare 
diversi substrati, quali acido lattico, amminoacidi 
(soprattutto glutammina), corpi chetonici e glicero- 
lo ad acetil-CoA, che viene ossidato nel ciclo di 
Krebs. Gli equivalenti riducenti così prodotti sono 
ossidati dalla catena respiratoria accoppiata alla fo- 
sforilazione ossidativa. L’approvvigionamento 
energetico della porzione midollare, scarsamente 
vascolarizzata (riceve solo il 10% dell’ossigeno che 
arriva al rene) e povera di mitocondri, origina dal- 
la glicolisi anaerobica, con produzione di acido lat- 
tico. Il glucosio utilizzato dalla midollare è di origi- 
ne ematica o è prodotto nella corticale. 
Complessivamente, la differente espressione di 
enzimi nei diversi distretti del nefrone è responsabi- 
le del destino del glucosio nella corticale e nella mi- 
dollare; in condizioni fisiologiche, l’entrata e l’uti- 
lizzo del glucosio avvengono principalmente nella 
midollare, mentre i/ rilascio di glucosio dal rene è 
il risultato della gluconeogenesi corticale. Infatti, 
insieme al fegato, il rene rappresenta i principale or- 
gano sede della gluconeogenesi e del rilascio di glu- 
cosio nel sangue. Come gli epatociti, le cellule dei 
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La differente pressione parziale di ossigeno nelle porzioni corticale e midollare è responsabile del metabolismo aero- 
bio della prima e anaerobio nella seconda. Le due regioni si scambiano i prodotti metabolici finali, con un vantaggio 


energetico reciproco. 


tubuli renali esprimono 1 differenti enzimi della glu- 
coneogenesi e la glucosio-6-fosfato fosfatasi, re- 
sponsabili della formazione di glucosio libero da 
precursori non saccaridici, quali lattato (provenien- 
te anche dalla midollare renale), glicerolo (il rene 
esprime la glicerolo-chinasi) ed amminoacidi (so- 
prattutto glutammina). Analogamente al fegato, nel 
rene la gluconeogenesi è stimolata dall’aumento dei 
livelli di cAMP indotto dal glucagone e dall’adrena- 
lina. La gluconeogenesi renale è particolarmente ef- 
ficiente e rappresenta un rilevante contributo al glu- 
cosio plasmatico nei periodi di digiuno, stimolata 
principalmente dalle catecolammine (consistente 
con la ricca innervazione simpatica del rene); ne/ 
digiuno prolungato, la gluconeogenesi della corti- 
cale può contribuire anche al 50% del glucosio 
ematico. 

Il rene è in grado di metabolizzare efficiente- 
mente anche il fruttosio, in quanto esprime, come il 
fegato e la mucosa dell’intestino tenue, sia la frutto- 
chinasi che l’aldolasi B. 

Inoltre, nel rene è molto attivo 11 metabolismo 
amminoacidico, in particolare della glutammina, 
che funge da trasportatore di gruppi amminici da di- 
versi organi (come muscolo e sistema nervoso) al 
rene. Il metabolismo renale della glutammina è di 
rilievo non solo nel digiuno prolungato, quando il 


suo scheletro carbonioso è utilizzato per la gluco- 
neogenesi, ma anche quale meccanismo di produ- 
zione dell’ammoniaca in condizioni di acidosi. 
Come illustrato nella Fig. 31.3, la glutammina è 
convertita a glutammato nella matrice mitocondria- 
le delle cellule tubulari ad opera della glutammina- 
si fosfato-dipendente, che rilascia il gruppo ammi- 
dico della glutammina come ammoniaca. Il glutam- 
mato mitocondriale può essere convertito ad c.-che- 
toglutarato dalla glutammato deidrogenasi (con for- 
mazione di un’altra molecola di ammoniaca) o da 
amminotransferasi mitocondriali. Le due molecole 
di ammoniaca così formate sono esportate come 
NHy' nel lume tubulare, processo mediato dallo 
scambiatore Na*/ NHy (vedi in seguito). Lo schele- 
tro carbonioso dell’a-chetoglutarato, dopo trasfor- 
mazione in malato, è trasportato nel citoplasma do- 
ve può fungere da precursore della gluconeogenesi. 
E rilevante notare che durante le tappe che trasfor- 
mano l’a-chetoglutarato in glucosio, vi sono due 
reazioni di decarbossilazione (mediate dall’a-che- 
toglutarato deidrogenasi e dalla fosfoenolpiruvato- 
carbossichinasi) con produzione di due molecole di 
CO,, idratate dall’anidrasi carbonica citosolica 
(CA-II) ad acido carbonico. Quest'ultimo dissocia 
in protoni e ioni bicarbonato, che vengono traspor- 
tati nel sangue dall’antiporto Na'/HCO;.. 
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Figura 31.3 - Metabolismo della glutammina 
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Nelle cellule del tubulo contorto distale la glutammina viene internalizzata attraverso la membrana apicale e basola- 
terale e poi trasportata nei mitocondri. Gli enzimi glutamminasi e glutammato deidrogenasi (GLU-DH) producono @- 
chetoglutarato (XKG) e due molecole di ammoniaca, escrete come ioni ammonio. L’'OKG viene trasformato in mala- 
to nel mitocondrio e quindi in glucosio nel citoplasma; il suo metabolismo porta alla produzione di due molecole di 
bicarbonato che vengono assorbite. OAA, acido ossalacetico. 


ULTRAFILTRAZIONE ED 
ESCREZIONE DI CATABOLITI 


Nell’organismo adulto i due reni ultrafiltrano 
circa 130 mL di sangue/minuto (180 L/die) con un 
processo localizzato a livello della barriera di filtra- 
zione nei glomeruli della corticale. La barriera di 
filtrazione (Fig. 31.4) è formata da tre strati, attra- 
versati in successione dal plasma durante la filtra- 
zione: /’endotelio fenestrato, la membrana basale 
glomerulare ed i pedicelli dei podociti, che separa- 
no una sottile fessura (diaframma fenestrato). 

L’endotelio fenestrato è caratterizzato dalla pre- 
senza di numerose aperture (70-100 mm di diame- 
tro), denominate ‘finestre’; la superficie delle cellu- 
le endoteliali è ricca di glicocalice, caratterizzato 
dall’abbondanza di sialoproteine e proteoglicani ca- 
richi negativamente. 

La membrana basale è una matrice acellulare 
che funge principalmente da supporto all’endotelio. 
Nell’adulto i suoi principali componenti sono rap- 
presentati dal collagene di tipo IV, eterotrimero 


x3(IV), cA(IV) e aS(IV) che fornisce forza tensile 
alla membrana, proteoglicani ricchi di eparan-solfa- 
to e condroitin-solfato, e dalla laminina-11, protei- 
na eterotrimerica importante nella funzione di fil- 
trazione della membrana basale. 

Il diaframma fenestrato rappresenta la struttura 


fondamentale nel processo di ultrafiltrazione. E 


formato da una complessa rete di proteine di mem- 
brana dei podociti, collegata al citoscheletro intra- 
cellulare di actina. Le principali componenti del 
diaframma sono sei proteine trans-membrana: ne- 


frina, Neph 1, Neph 2, FAT 1, FAT 2 e podocina. Le 


molecole di nefrina, Neph 1 e FAT 1 e le loro inte- 
razioni reciproche nella formazione del diaframma 
fenestrato sono schematizzate nella Fig. 31.4. La 
nefrina, la principale proteina del filtro glomerula- 
re, è costituita da un breve dominio intracellulare, 
da un unico segmento transmembrana e da un lun- 
go dominio (35 nm) extracellulare con otto motivi 
IgG-simili. In sede extracellulare, molecole di ne- 
frina di processi pedicillari adiacenti interagiscono 
tra loro al centro della fessura, per formare lo sche- 
letro della cerniera, la struttura filtrante. Mutazioni 


Ultrafiltrazione ed escrezione di cataboliti ® 909 





capo 





NIVINANI 


| È x x, a na. 





NEFRINA 













Pedicello Pedicello 











. 
| 


4 

ld 

vd 
DI 










ì 


I 


SIN O i O_O O n O 
d / 


— %- 3 r 
"a -- 


















sario 
i ail 


TI = a Si — = i st cr I e di cai n n n 











> + a 

ul a O 

X _ DO È = 
YT_-_ LAaAAnNne ss 







\ 


v 


I III 





Mi 






DIAL 
\ 







7. 
. 








» 
N 


















è 


i) 
N74 
190.3 


TI 







Ao 
o 97 
‘ 


n'è 


LL 


dA 
da) 





_N 
n 
|R 


i 
LA 







AU AA, 







è 4 





è) 
n 
da 


n 


i 
PS 


Ù 


i 


v 
. 







. 





y 
11 


ov. 










a 
Li 


v 







LI 


Lu 
. 


LIL 


v 
" = 


i Fessura 
di filtrazione 


Membrana 
basale 





Endotelio 
fenestrato 






Podocita 








Fessura 
di filtrazione 


Pedicello - Podocita 
Figura 31.4 - Struttura del diaframma fenestrato del glomerulo 





| tre strati del diaframma fenestrato sono rappresentati dall'endotelio fenestrato, la membrana basale glomerulare ed 
i pedicelli dei podociti. Questi ultimi separano una sottile fessura denominata diaframma fenestrato. Differenti pro- 
teine transmembrana dei pedicelli sono disposte in modo ordinato e interagiscono tra loro formando la struttura a cer- 
niera della fessura di filtrazione. Molecole di nefrina di pedicelli opposti interagiscono tra loro al centro della fessu- 
ra, formando una zona densa centrale con pori ai due lati. La struttura a cerniera delle molecole di nefrina mantiene 
l'ampiezza della fessura di circa 40 nm. Neph 1 e Neph 2 interagiscono tra loro e con la nefrina, stabilizzando la 
struttura. La nefrina interagisce anche con FAT 1 e FAT 2. 
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del gene per la nefrina si manifestano alla nascita 
con proteinuria, ipoalbuminemia ed edemi e sono le- 
tali (sindrome nefrosica di tipo finnico). Nephl e 
Neph 2, strutturalmente simili alla nefrina, conten- 
gono 5 domini IgG-simili extracellulari che interagi- 
scono tra loro (formando omodimeri) e con la nefri- 
na. FAT] e FAT?2, proteine transmembrana di 500 
KDa, sono caratterizzate da una porzione extracellu- 
lare costituita da 34 motivi consecutivi caderina-si- 
mili. Differenti sono le caratteristiche della podoci- 
na, una piccola proteina transmembrana (30 KDa) le 
cui 2 estremità sono ambedue in sede intracellulare. 

Le diverse proteine del diaframma dei podociti 
sono complessivamente disposte in una struttura or- 
dinata a cerniera, di larghezza costante di 40 nm 
(Fig. 31.4); questa struttura filtrante, partecipa anche 
alla trasduzione di segnali e, in sede intracellulare, è 
collegata al citoscheletro. L’ultrafiltrazione avviene 
per effetto di forze che favoriscono il processo, rap- 
presentate principalmente dalla pressione idrostatica 
dell’arteriola afferente (in media 60 mm Hg) e forze 
che lo ostacolano comprendenti la pressione idrosta- 
tica della capsula di Bowman (30 mm Hg) e la pres- 
sione oncotica del plasma (20 mm Hg). Le caratteri- 
stiche del filtro glomerulare sono tali che la compo- 
sizione dell’ultrafiltrato (pre-urina) è paragonabile 
alla composizione del plasma, con l’eccezione delle 
proteine plasmatiche, che vengono prevalentemente 
trattenute. Nella pre-urina si ritrovano quindi, oltre 
ad elettroliti, piccole molecole organiche, quali glu- 
cosio, amminoacidi, lattato, urea, ed acido urico, vi- 
tamine e una quota di proteine plasmatiche a basso 
PM (circa 4 g/24h). Mentre le proteine plasmatiche, 
le vitamine ed importanti metaboliti (glucosio ed 
amminoacidi) sono riassorbiti lungo il loro percorso 
tubulare, l’urea (prodotto terminale del metabolismo 
degli amino acidi), l’acido urico (prodotto terminale 
del metabolismo delle basi puriniche), la creatinina 
(prodotto della degradazione non enzimatica della 
fosfocreatina) ed altri composti tossici o loro prodot- 
ti metabolici sono prevalentemente eliminati. L’urea 
rappresenta il soluto quantitativamente più impor- 
tante dell’urina (il 50% dei soluti totali) e rappresen- 
ta il 90% dei composti azotati presenti nell’urina. 
Tuttavia, nonostante in condizioni fisiologiche siano 
escreti circa 20 g di urea/die, l’escrezione di urea 
corrisponde mediamente al 40% della quota ultrafil- 
trata (circa 55 g/die). 


BASI BIOCHIMICHE 
DELL'ELABORAZIONE DELL'URINA 
FINALE 


Le cellule dei tubuli renali sono addette al rias- 
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sorbimento dell’acqua e delle sostanze utili, nonché 
alla secrezione entro il lume tubulare di alcuni ioni 
e piccole molecole. Si tratta di cellule polarizzate 
con una membrana apicale, ricca di microvilli rivol- 
ta verso il lume tubulare e una membrana basolate- 
rale rivolta verso il letto ematico. Oltre ad un’asim- 
metria microscopica, queste cellule sono caratteriz- 
zate da una notevole asimmetria molecolare, che si 
manifesta con l’espressione di recettori e trasporta- 
tori specifici nei due lati della membrana. L‘espres- 
sione di differenti molecole trasportatrici, che me- 
diano con efficienza specifici meccanismi di tra- 
sporto attraverso le membrane delle cellule tubulari 
e dei collettori, sono alla base della capacità del ne- 
frone di elaborare la pre-urina ed in definitiva di de- 
terminare la composizione molecolare dell’urina 
eliminata (urina finale). I meccanismi che sottendo- 
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no la produzione di urina finale possono essere di- 
stinti in processi di recupero (riassorbimento) di 
molecole organiche (proteine e metaboliti), di ioni e 
acqua, ed anche di secrezione attiva di diversi ioni 
e molecole. Tutti i processi sono differenziati nei di- 
versi distretti del nefrone (Fig. 31.1), con il risulta- 
to finale di un’efficiente elaborazione della pre-uri- 
na ad urina finale. Un individuo adulto produce nor- 
malmente 1,0-1,5 L/24h di urina. Circa il 95% del 
volume dell’urina è rappresentato dall’acqua. Gli 
altri componenti sono soluti comprendenti sia mo- 
lecole organiche (prevalentemente azotate) sia ioni 
inorganici (Tab. 31. I). Il peso specifico delle urine 
è nell’ambito di 1018-1029 e il pH compreso fra 5,5 
-6,5 (anche 4,5-8,0 con dieta prevalentemente car- 
nea o vegetariana). 


Riassorbimento di proteine 


Le proteine filtrate nel glomerulo sono riassorbi- 
te nel tubulo contorto prossimale attraverso un mec- 
canismo di endocitosi mediato da due recettori, de- 
nominati megalina e cubulina (Fig. 31.5). La mega- 
lina è una proteina glicosilata di 600 kDa apparte- 
nente alla famiglia dei recettori delle LDL. E costi- 
tuita da un ampio dominio extracellulare (4.398 aa), 
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Figura 31.5 Cubulina e megalina 


Le proteine cubulina e megalina sono espresse nel tubu- 
lo prossimale dove, mediante endocitosi, cooperano per 
riassorbire dall’'ultrafiltrato proteine, vitamine, lipidi e or- 
moni. Le unità ripetitive complemento-simili e i domini 
CUB di megalina e cubulina sono responsabili della loro 
capacità di legare queste differenti molecole. L'endocitosi 
è mediata dalla coda citosolica della megalina. Il riassor- 
bimento di ligandi della cubulina è dipendente dalla for- 
mazione di un complesso con la megalina. 


responsabile delle sue proprietà di legare molteplici 
sostanze, da un dominio citosolico breve (209 aa) e 


da un breve dominio transmembrana idrofobico (23 
aa). La cubulina, glicoproteina periferica di 460 
kDa, contiene diverse eliche anfipatiche ed un sito 
di palmitoilazione, funzionali al suo ancoraggio al 
la membrana apicale. Il nome cubulina origina dal 
la presenza di numerosi domini CU], costituiti da 
120 residui di amminoacidi e responsabili dell’inte 
razione con 1 diversi ligandi. Inoltre, l'estremità N 


terminale ed i domini CUB 1 e 2 prossimali alla 
membrane mediano la sua interazione con la mega 
lina. Megalina e cubulina sono in grado di legare 
una molteplicità di ligandi mediante domini speci 
fici. Alcuni sono specifici per uno dei recettori, al- 
tri sono condivisi (Tab. 31.II). La capacità di indur- 
re endocitosi è limitata alla porzione intracellulare 
della megalina; il riassorbimento di ligandi legati 
alla cubulina è quindi dipendente dalla formazione 
di un complesso con la megalina. 

Il processo di riassorbimento tubulare delle pro- 
teine nel tubulo prossimale mediato da megalina e 
cubulina è un meccanismo estremamente efficiente, 
responsabile della pressoché assenza di proteine 
nell’urina finale. L'efficienza del riassorbimento di 
proteine è esemplificato dal fatto che sebbene circa 
3 g/24 ore della più abbondante proteina plasmatica 
siano ultrafiltrati nel glomerulo, solo poche decine 
di mg di albumina sono escreti con le urine. Un 
danno della barriera di filtrazione glomerulare de- 
termina un sovraccarico del processo di riassorbi- 
mento e, conseguentemente, prozeinuria. 

Questo meccanismo di endocitosi recettore-me- 
diato è fondamentale per conservare una varietà di 
sostanze che altrimenti sarebbe eliminate con le uri- 
ne, come è stato evidenziato in differenti condizio- 
ni patologiche di proteinuria. I due recettori legano 
infatti una varietà di ligandi, anche in modo coope- 
rativo, permettendo il recupero non solo di diversi 
tipi di proteine presenti nell’ultrafiltrato, ma anche 
di vitamine, ormoni, lipidi e microelementi. Il rias- 
sorbimento mediato da megalina e cubulina rappre- 
senta pertanto non solo il meccanismo alla base del- 
la bassa concentrazione di proteine a basso PM nel- 
l’urina finale, ma anche della conservazione di im- 
portanti sostanze filtrati nei glomeruli, quali vitami- 
na A, D e B12, e microelementi come il ferro (Tab. 
31.II). Tutti i componenti plasmatici con massa mo- 
lecolare inferiore a 60 kDa, ma anche proteine di 
maggiori dimensioni che vengono ultrafiltrate (co- 
me la transferrina, 81 kDa), sono potenziali ligandi 
di megalina e/o cubulina. Dopo interazione il com- 
plesso ligando-recettore viene internalizzato nella 
cellula tubulare mediante endocitosi; le componen- 
ti proteiche dei ligandi sono trasferite ai lisosomi e 
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Tabella 31.II 
Principali ligandi fisiologici di megalina e cubulina. 


EPERTEZONIZZAZIZZ ER IAS RE EP SLI OT SISI E RE E TE 
LIGANDO | RECETTORE | 





Proteine trasportatrici di vitamine ioni 


Transcobalamina-vitamina B}2; proteina legante-retinolo; proteina le- 


gante-folato; transferrina 
Fattore intrinseco-vitamina B}9 
Proteina legante-vitamina D 


Altre proteine trasportatrici 
Albumina 


Megalina 


| Cubulina 
i Megalina e Cubulina 


Megalina e Cubulina 





Lattoferrina; transtiretina; globulina legante- ormoni sessuali | Megalina 
| Apolipoproteine e lipoproteine 
i Apolipoproteine B ed E | Megalina 
Apolipoproteina Al; HDL Cubulina 
Ormoni I 
Paratormone, Insulina, Prolattina, Tireoglobulina, Angiotensina II, Megalina 


Leptina 





Enzimi ed inibitori di enzimi 


Lipoproteina lipasi; plasminogeno; attivatore del plasminogeno; inibito- | Megalina 


re dell'attivatore del plasminogeno; a1-microglobulina 





Altri 


o.2-microglobulina; Ca?*; fattore VIII della coagulazione 


| Catene leggere delle immunoglobuline 


| Megalina 
Megalina e Cubulina 





degradate da proteasi ad amminoacidi; questi ulti- 
mi, insieme a vitamine e ioni vengono utilizzati/im- 
magazzinati nelle cellule renali, o rilasciati in circo- 
lo. I recettori, ritrasferiti alla membrana apicale del- 
le cellule tubulari, vengono riciclati. 


Da notare è che la quota di proteine normalmen- 
te escreta con le urine (< 150 mg/24 ore) deriva so- 
lo parzialmente da proteine filtrate dal glomerulo. 
Infatti, la più abbondante (- 50% delle proteine uri- 
narie) proteina normalmente escreta con urine (fino 
a 100 mg/24 h) è di origine renale. Si tratta della 
proteina di Tamm Horsfall o uromodulina, una gli- 
coproteina di circa 600 amminoacidi, caratterizzata 
dalla presenza di 24 ponti disulfuro. L’uromodulina 
è sintetizzata esclusivamente dalle cellule tubulari 
del tratto ascendente dell’ansa di Henle, ed è nor- 
malmente localizzata sul lato luminale della mem- 
brana di queste cellule, ancorata mediante il glico- 
silfosfatidilinositolo. La funzione fisiologica dell’u- 
romodulina è la formazione di gel (formato dagli 
abbondanti carboidrati dell’uromodulina - 30% in 
peso - che formano strutture bi- tri- e tetra-antenna- 
li) sulla superficie delle cellule che conferisce im- 
permeabilità all’acqua al tratto ascendente dell’ansa 
di Henle. Questa caratteristica è fondamentale per 


la capacità dell’ansa di Henle di concentrare l’urina 
(vedi in seguito). Una specifica fosfolipasi C media 
il distacco dell’uromodulina dalla membrana lumi- 
nale e il complesso a struttura saccaridica polian- 
tennale viene quindi secreto. 


Riassorbimento del glucosio 


In condizioni fisiologiche il glucosio filtrato at- 
traverso il glomerulo viene pressoché completa- 
mente riassorbito nel tubulo contorto prossimale e 
conseguentemente non è presente nelle urine. In in- 
dividui con una concentrazione ematica di glucosio 
superiore al valore della soglia renale (170-180 
mg/100 ml), come nei soggetti diabetici, il glucosio 
compare nelle urine (g/icosuria) in quantità propor- 
zionale alla sua concentrazione ematica. Condizioni 
di glicosuria determinano una diminuzione del rias- 
sorbimento di acqua e sono quindi associate a po 
liuria (aumento del volume delle urine) e polidipsia 
(aumento della sete). Il meccanismo del riassorbi- 
mento del glucosio dal lume tubulare al letto vasco- 
lare è schematizzato nella Fig. 31.6. Il glucosio vie- 
ne assunto dalle cellule tubulari mediante co-tra- 
sporto con il Na*, meccanismo mediato da due tra- 
sportatori SGLT (sodium-glucose transporters) lo- 
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SEGMENTO 
PROSSIMALE 








Figura 31.6 Riassorbimento Sn 
del glucosio nel tubulo ni 
prossimale 


Differenti proteine trasportatrici 
espresse nella membrana apicale 
e basolaterale delle cellule tubu- 
lari partecipano al riassorbimento 
del glucosio, trasportandolo dal 
lume all’interstizio. 


calizzati nella membrana apicale delle cellule dei 
tubuli prossimali e denominati SGLT-1 e SGLT-2. 
Ambedue i trasportatori sono caratterizzati da 14 
segmenti transmembrana ed hanno le estremità N- e 
C-terminali orientate verso il lume. SGLT mediano 
il trasporto di glucosio con un meccanismo di tra- 
sporto attivo secondario, dipendente dal trasporto 
passivo di Na' secondo gradiente, generato dalla 
pompa Na'/K* della membrana baso-laterale. 

Il principale responsabile del riassorbimento re- 
nale del glucosio è SGLT-2, localizzato nel primo 
segmento del tubulo contorto prossimale. SGLT-2 è 
caratterizzato da una bassa affinità per il glucosio 
(Km: 3 mM) e cotrasporta Na” e glucosio in rappor- 
to 1:1. La carenza ereditaria di S-GLT2 è responsa- 
bile di glicosuria anche quando la glicemia è nel 
range fisiologico (diabete renale). SGLT-1, la pro- 
teina responsabile dell’assorbimento intestinale di 
glucosio, è presente nei segmenti distali del tubulo 
contorto prossimale dove trasporta due ioni Na* con 
una molecola di glucosio. SGLT-1 possiede un’ele- 
vata affinità per il glucosio (Km: 0,3 mM) ed è 
quindi in grado di riassorbire glucosio anche quan- 
do è presente in basse concentrazioni. La distribu- 
zione sequenziale di SGLT-2 e SGLT-1, rispettiva- 
mente a bassa ed alta affinità, lungo il tubulo pros- 
simale è quindi funzionale all’efficiente recupero di 
glucosio dall’ultrafiltrato. 

Il passaggio del glucosio dalla cellula tubulare al 
sangue è operato dal trasportatore passivo a bassa 
affinità ed alta capacità GLUT-2 della membrana 
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basolaterale, che sfrutta il gradiente di concentra- 
zione cellula/sangue del monosaccaride generato 
dagli SGLT. In modo analogo all’assorbimento in- 
testinale, quando la concentrazione di glucosio nel 
lume è elevata e SGLT sono saturati dal substrato, 
GLUT-2 della membrana apicale è rapidamente tra- 
sportato, mediante trasporto vescicolare, alla mem- 
brana apicale. L’internalizzazione di GLUT-2 dalla 
membrane apicale è stimolata dall’insulina. GLUT- 
2 opera quindi come trasportatore in grado di adat- 
tare il trasporto di glucosio alla sua concentrazione 
nel lume. 


Riassorbimento degli amminoacidi 


Nonostante che gli amminoacidi presenti nel 
plasma attraversino la barriera glomerulare e note- 
voli quantità di amminoacidi siano presenti fisiolo- 
gicamente nell’ultrafiltrato (circa 50 g/die), solo 
minime quantità di amminoacidi (150-300 mg) ven- 
gono escreti con l’urina. Un contributo essenziale 
alla comprensione dei meccanismi del riassorbi- 
mento renale degli amminoacidi è stato fornito dal- 
lo studio della patogenesi di patologie ereditarie 
conseguenti al difetto di trasportatori, caratterizzate 
dalla presenza di amminoacidi nelle urine (47272/- 
noacidurie). Nell’epitelio intestinale e del tubulo 
contorto prossimale specifici trasportatori di ammi» 
noacidi, localizzati sia nella membrane apicale che 
basolaterale, contribuiscono in tandem al /rasporto 
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trans-cellulare di amminoacidi contro gradiente. 
Questo meccanismo è estremamente efficiente. Nel 
tubulo prossimale renale oltre il 99% degli ammi- 
noacidi filtrati attraverso il glomerulo vengono rias- 
sorbiti e quindi recuperati dall’organismo. Il rias- 
sorbimento renale di amminoacidi è un meccani- 
smo fondamentale non solo per evitare la perdita di 
queste molecole e mantenere quindi l’omeostasi 
dell’organismo, ma anche per svolgere importanti 
funzioni metaboliche. Le cellule del tubulo prossi- 
male esprimono infatti anche sistemi di trasporto di 
amminoacidi funzionali alla produzione di ammo- 
niaca, substrato usato dalle cellule renali per l’e- 
screzione di protoni (vedi in seguito) e per la sinte- 
si di glutatione. 

Il trasporto renale di amminoacidi è simile a 
quello intestinale, ma più complesso per il maggio- 
re numero di trasportatori espressi nelle cellule tu- 
bulari. Infatti, anomalie congenite dell’assorbimen- 
to intestinale di un gruppo di amminoacidi sono 
sempre associate ad anomalie del riassorbimento 
renale (ad es. i/ morbo Harinup, vedi in seguito), 
ma non viceversa. Nel rene sono operativi tre diver- 
si meccanismi di trasporto, comprendenti: a) co-tra- 
sporto di un amminoacido contro gradiente insieme 
ad uno ione Na* secondo gradiente, b) co-trasporto 
di un amminoacido contro gradiente insieme ad uno 
ione H* secondo gradiente, e c) antiporto (scambio) 
di amminoacidi. E importante notare che i traspor- 
tatori direzionali (co-trasportatori) sono in grado di 
controllare il flusso netto di amminoacidi attraverso 
la cellula tubulare, mentre gli scambiatori (antipor- 
ti) modulano soltanto la concentrazione relative di 
singoli amminoacidi. 

Complessivamente nei diversi segmenti della 
membrana apicale della cellula tubulare sono stati 
finora identificati sette differenti sistemi di traspor- 
to, distinti per specificità di substrato (Fig. 31.7) e 
responsabili rispettivamente del riassorbimento di: 
1) amminoacidi neutri (cotrasporto con Na'*), 2) 
amminoacidi acidi (cotrasporto con Na*), 3) proli- 
na (cotrasporto con Na'), 4) glicina, alanina, proli- 
na e idrossiprolina (cotrasporto con H*), 5) prolina 
e idrossiprolina (cotrasporto con H*), 6) amminoa- 
cidi basici (antiporto), e 7) cistina, amminoacidi 
acidi/amminoacidi neutri (antiporto). Nell’ambito 
di ogni gruppo di trasportatori, i singoli amminoa- 
cidi competono per lo stesso sito, nel senso che 
l’eccesso di un amminoacido spiazza gli altri, ritar- 
dandone l’assorbimento. Gli amminoacidi neutri, 
che rappresentano oltre 1'80% degli amminoacidi 
del plasma, sono riassorbiti nel rene da almeno 5 ti- 
pi di trasportatori, sebbene con diversa affinità. Il 
trasportatore B"AT, un simporto Na*-amminoacidi 
neutri a bassa affinità espresso nella membrane api- 
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Figura 31.7 Riassorbimento degli amminoacidi 
nel tubulo prossimale 





Differenti trasportatori proteici con differente specificità 
mediano il trasporto degli amminoacidi attraverso la 
membrana membrana apicale della cellula tubulare. Il 
passaggio della membrana basolaterale è favorito da un 
trasportatore aspecifico (A) e da uno scambiatore di am- 
minoacidi neutri. 


cale del segmento prossimale del tubulo contorto 
prossimale e dell’intestino, è in grado di riconosce- 
re come ligandi 16 tipi di amminoacidi neutri, men- 
tre soltanto uno-tre amminoacidi competono per 
ognuno degli altri sistemi. Il difetto ereditario di 
BOAT causa il morbo di Hartnup, una condizione 
caratterizzata dalla perdita urinaria di amminoacidi 
neutri. Analogamente al trasporto di glucosio, tra- 
sportatori a bassa ed alta affinità sono espressi ri- 
spettivamente nei segmenti prossimali e distali del 
tubulo contorto prossimale, distribuzione fonda- 
mentale per il massimo assorbimento degli ammi- 
noacidi. 

Complementare all’azione dei trasportatori di 
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amminoacidi vi è l’effetto di due trasportatori di di- 
e tri- peptidi, denominati PEPT-1 e 2. Come negli 
enterociti, i peptidi internalizzati vengono idroliz- 
zati e rilasciati come amminoacidi liberi nello spa- 
zio extracellulare. La disposizione sequenziale di 
trasportatori a bassa ed alta affinità è anche caratte- 
ristica dei PEPT, ed in particolare di PEPT-1 nella 
porzione iniziale del tubulo e dal trasportatore ad 
alta affinità PEPT-2 nella porzione distale. 

Oltre alle funzioni di riassorbimento di ammi- 
noacidi, il tubulo prossimale esercita anche diverse 
funzioni metaboliche che richiedono un sostanziale 
flusso, e quindi trasporto, di amminoacidi: la produ- 
zione di ammoniaca e bicarbonato dalla glutammi- 
na, la gluconeogenesi, prevalentemente dalla glu- 
tammina, e la produzione di arginina dalla citrulli- 
na, di tirosina dalla fenilalanina e di serina dalla gli- 
cina. 


Riassorbimento di elettroliti 


Le quattro porzioni del nefrone determinano la 
composizione ed il volume dell’urina mediante pro- 
cessi selettivi di riassorbimento di soluti ed acqua e 
processi di secrezione di soluti. Il riassorbimento è 
estremamente efficiente e consente al rene di recu- 
perare più del 99 % dell’acqua, di NaCl e di altri so- 
luti. In un uomo di 70 kg di peso il volume del’ul- 
trafiltrato glomerulare è di circa 180 litri/die mentre 
il volume dell’urina eliminata è di circa 1-1,5 
litri/die; ciò significa che nelle 24 ore vengono rias- 
sorbiti 178,5-179 litri del filtrato glomerulare. 

Il riassorbimento dell’acqua e degli elettroliti ha 
luogo in modo differenziato nei vari segmenti della 
porzione tubulare del nefrone. Circa il 60% di Na”, 
K* e CI ultrafiltrati sono riassorbiti nel tubulo pros- 
simale, mediante trasporto attivo dei cationi dal lu- 
me tubulare allo spazio interstiziale peritubulare. Il 
riassorbimento attivo di Na' è mediato dallo scam- 
biatore Na*/H* (NHE-3) localizzato nella membra- 
na apicale e dalla Na*-K* ATPasi della membrana 
basale (Fig. 31.8A). NHE-3 è un antiporto (inibito 
dal diuretico amiloride) che internalizza passiva- 
mente (secondo gradiente) Na* dal lume al citopla- 
sma delle cellule dei tubuli prossimali, scambiando- 
lo con H*, che viene secreto attivamente. Il traspor- 
tatore è strettamente accoppiato all’antiporto 
Cl/catione, per cui all’entrata di Na' corrisponde 
un’equivalente entrata di CIT e contemporanea se- 
crezione di H* e di un catione. L’uscita di CI” attra- 
verso la membrana basolaterale della cellula tubula- 
re, è mediata da diversi meccanismi, comprendenti 
un canale del CI, l’antiporto Na'-dipendente 


LI /HCO; ed il co-trasportatore K CI. L'an 
tiporto NHE-3 non solo media il riassorbimento di 
Nacl (ed acqua) filtrato, ma, estrudendo protoni 
contribuisce al riassorbimento H'-dipendente di 
amminoacidi e controlla il riassorbimento di bic 


bonato e la secrezione di NHy' (vedi in seguito) 
Na', K* e CI sono anche riassorbiti per via parace! 
lulare, attraverso le giunzioni strette esistenti tra le 
cellule tubulari (Fig. 31.8A). 

L’ansa di Henle gioca un ruolo critico nella ca 
pacità del rene di concentrare l’urina, generando un 
ambiente interstiziale ipertonico nella midollare, 
mediante un meccanismo denominato ‘“moltiplica- 
zione in controcorrente”. L’abbondanza di uno spe- 
cifico canale per l’acqua (AQ-1) (vedi in seguito) 
conferisce al tratto discendente sottile dell’ansa 
un’elevata permeabilità all’acqua. Al contrario, co- 
me descritto in precedenza, il tratto ascendente è 
impermeabile all’acqua, ma riassorbe Na*, K° e CI 
(circa il 20% dell’ultrafiltrato) con meccanismo at- 
tivo secondario (Fig. 31.8B), mediato dal co-tra- 
sportatore Na*, K*, 2CT, il principale bersaglio di 
farmaci denominati “diuretici dell'ansa”. La con- 
centrazione di K* tubulare rappresenta il substrato 
limitante di questo trasportatore (la concentrazione 
di K* tubulare è simile a quella del plasma, circa 4 
mEg/L), ma è mantenuta dal riciclo di K* attraver- 
so un canale del potassio apicale. Il trasportatore 
Na*, K*, 2 CI lavora in serie con un canale del clo- 
ro e con la pompa Na” -K' basolaterale (Fig. 
31.8B). Questa peculiare espressione di trasportato- 
ri nei tratti ascendente e discendente dell’ansa di 
Henle determina la formazione di un gradiente iper- 
tonico nella midollare, che a sua volta promuove il 
riassorbimento di acqua nel collettore. In particola- 
re, la moltiplicazione in controcorrente utilizza due 
sistemi controcorrente: l’ansa di Henle (tratto dista- 
le e prossimale) e i vasa recta, capillari peritubula- 
ri midollari che avvolgono l’ansa. Sebbene il flusso 
controcorrente di NaCl ed acqua tra questi due si- 
stemi sia fondamentale nel mantenere ipertonica la 
midollare, l’evento primario del processo è il rias- 
sorbimento di NaCl da parte del tratto spesso ascen- 
dente in assenza di riassorbimento di acqua, con 
conseguente diluizione del fluido tubulare e aumen- 
to dell’osmolarità del fluido interstiziale. Per l’ele- 
vata permeabilità all’acqua del tratto ascendente 
dell’ansa, si crea un equilibrio osmotico tra fluido 
tubulare e spazio interstiziale, che determina un 
progressivo aumento dei soluti (iperosmolarità) nel- 
la midollare renale. 

Il tubulo contorto distale, formato da un epitelio 
con scarsa permeabilità all’acqua, riassorbe circa il 
5% dell’NaCI ultrafiltrato (Fig. 31.$C). In questo 
distretto, la principale via di trasporto di NaCl uti. 
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Figura 31.8 Riassorbimento renale di elettroliti 





| diversi segmenti del nefrone esprimono specifici trasportatori specializzati nel mediare il riassorbimento di elettroliti. 
Una quota degli elettroliti è riassorbita per via paracellulare. | valori nei rettangoli rossi rappresentano le percentuali 
del Na* ultrafiltrato totale (100%) riassorbite nei diversi distretti del nefrone. 
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lizzata dalla membrana apicale è il co-trasportatore 
Na*-CT, che lavora in tandem con l’ ATPasi Na'/K* 
ed i canali del cloro basolaterali. 

Le caratteristiche molecolari delle cellule del 
dotto collettore conferiscono a questa sede la capa- 
cità di regolare la composizione dell’urina finale. 
Pur contribuendo a riassorbimento di solo il 4-5% 
del Na* filtrato, i due tratti, corticale e midollare, 
del dotto collettore rappresentano le sedi fondamen- 
tali nella regolazione ormonale del bilancio idrico- 
salino (Fig. 31.8D). Il Na” entra nelle cellule princi- 
pali attraverso uno specifico canale del Na* (inibito 
dal diuretico amiloride), ed esce tramite la pompa 
Na'/K*. Questo riassorbimento è finemente regola- 
to dall’a/dosterone, che, dopo legame a specifici re- 
cettori citosolici, è traslocato in sede nucleare dove 
induce la sintesi del canale del Na*. Le cellule prin- 
cipali del collettore sono inoltre in grado di secerne- 
re K', mediante un meccanismo passivo, mediato 
da uno specifico canale. Il processo è favorito sia 
dall’elevata concentrazione di K* generata dalla 
pompa Na‘/K*, sia dal gradiente elettrico generato 
dal riassorbimento del Na* in assenza di un corri- 
spondente anione. Questo meccanismo è responsa- 
bile di almeno il 75% di K* eliminato con le urine. 
Come conseguenza di questi trasporti 11 98-99% dei 
Na* , CI e dell’acqua viene riassorbito, contro il 
90% di K*. E per questa ragione che le urine sono 
più ricche di K* del plasma. 

Il rene rappresenta anche uno dei principali siti 
di controllo dell’omeostasi del calcio. Solo 1 1-3% 
del calcio filtrato dal glomerulo viene normalmente 
escreto con l’urina. Il riassorbimento renale di Ca°* 
avviene passivamente, con meccanismo facilitato, a 
livello del tubulo prossimale e del tratto ascendente 
dell’ansa di Henle ed attivamente nel tubulo distale 
e nel tubulo collettore. A livello di questi due ultimi 
segmenti (principali bersagli degli ormoni che rego- 
lano la calcemia) il riassorbimento del Ca?* avvie- 
ne attraverso uno specifico canale della membrana 
apicale (TRPVS5) ed è alimentato dalla Ca?*-ATPasi 
e dallo scambiatore Na*/Ca?*, ambedue localizzati 
nella membrana baso-laterale. Il riassorbimento del 
Ca?* è sotto il controllo del paratormone e del cal- 
citriolo che lo stimolano e della ca/citonina che lo 
inibisce. 

Il riassorbimento del fosfato filtrato dal glome- 
rulo avviene quasi esclusivamente nel tubulo pros- 
simale ed è un processo attivo, mediato dal traspor- 
tatore Na'/fosfato, e sostenuto dalla pompa del Na”. 
Quando la concentrazione plasmatica di fosfato au- 
menta, il riassorbimento renale del fosfato diminui- 
sce per azione del paratormone che induce l’endo- 
citosi del trasportatore Na'/fosfato rendendolo inat- 
tivo. 


Bilancio idrico e riassorbimento di acqua, || re- 


ne partecipa anche alla regolazione del bilancio 
idrico. Il bilancio idrico è la differenza tra le entra 
te di acqua, comprendenti l’acqua assunta con be 


vande ed alimenti e l’acqua metabolica (prodotta 
nell’ossidazione di nutrienti energetici), e le uscite 
comprendenti l’acqua eliminata mediante il sudore, 
la respirazione, le urine e le feci. Come mostrato 
nella Fig. 31.9, in condizioni normali il bilancio 
idrico è in equilibrio (= 0), vale a dire che le entra 
te di acqua compensano le uscite. Accanto al con 
trollo della sete, esercitato da vie nervose, la rego 
lazione del riassorbimento renale di acqua, e quindi 
del volume dell’urina, rappresenta il principale 
meccanismo di controllo del bilancio idrico. 

L’evento primario responsabile del riassorbi- 
mento renale di acqua è rappresentato dalle varia- 
zioni osmotiche conseguenti ai meccanismi di tra- 
sporto di molecole e ioni attraverso le cellule rena- 
li. Sebbene l’acqua sia permeabile alle membrane, 
il doppio strato lipidico ne rallenta la diffusione. Per 
questo, nelle cellule renali (come nelle altre cellule 
dell’organismo) il trasporto di acqua è facilitato da 
canali dell’acqua denominati acquaporine (AQ), 
proteine specializzate che creano dei pori selettivi 
per l’acqua. Le AQ sono una famiglia di proteine 
integrali di membrana di PM 28.000, ognuna com- 
posta da sei segmenti transmembrana, con i domini 
Ce N terminali citoplasmatici, associate a formare 
tetrameri. Nel rene sono espressi differenti tipi di 
acquaporine, la cui presenza ed abbondanza relati- 
va conferiscono differente permeabilità all’acqua 
nei diversi segmenti del nefrone (Fig. 31.10, in al- 
to). Diversi ormoni controllano indirettamente o di- 
rettamente il riassorbimento renale di acqua: /’an- 
giotensina II, l’aldosterone, la vasopressina (ADH) 
e i peptidi natriuretici. 

L'angiotensina Il e l’aldosterone stimolano l’as- 
sorbimento di NaCI, la prima nel tubulo prossimale 
e l’aldosterone nel tubulo distale e nel collettore, 
aumentando conseguentemente il riassorbimento di 
H;0 in queste sedi. Il controllo del volume finale 
dell’urina è esercitato dalla porzione terminale del 
nefrone, il collettore che attraversa il gradiente iper- 
tonico della midollare formato dal meccanismo di 
‘moltiplicazione in controcorrente’ descritto sopra. 
Le cellule principali dei dotti collettori controllano 
finemente l’omeostasi idrica regolando il riassorbi- 
mento di acqua mediante i canali dell’acqua AQ-2, 
AQ-3, AQ-4. Mentre AQ-3 e AQ-4 sono costituti- 
vamente espressi nella membrana basolaterale, AQ- 
2 è localizzato sulla membrana apicale e permeabi- 
le all’acqua solo in presenza dell’ormone antidiure- 
tico (AD/H o vasopressina) (Fig. 31.10, in basso). 
L’ADH si lega ad uno specifico recettore sulla 
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Figura 31.9 Bilancio idrico 


TRO RETI nonni pin can 
| valori rappresentano il range di variabilità delle differenti entrate ed uscite di acqua nell’ organismo umano in con- 


dizioni normali. 


membrana basolaterale delle cellule del dotto col- 
lettore aumentandone la permeabilità dell’acqua, 
attraverso un riarrangiamento del sistema microtu- 
bulare e la formazione di vescicole contenenti ac- 
quaporina 2 (AQ-2), che, inserite nella membrana, 
costituiscono pori adatti al passaggio di acqua dal 
lume intratubulare alle cellule. Oltre ad indurre l’at- 
tivazione di AQ-2, l'ADH ne induce anche la sinte- 
si. Il meccanismo di regolazione di AQ-2 basato 
sulla sua differente localizzazione, determina il fat- 
to che, in assenza di ADH, le cellule del dotto col- 
lettore sono impermeabili all’acqua. Il risultato è 
che il nefrone è in grado di separare il controllo del 
riassorbimento di elettroliti (NaCl) dall’acqua, in 
modo tale che variazioni sia di volume sia di tonici- 
tà determinano se trattenere o eliminare acqua. 
Mutazioni del recettore dell’ADH o dell’AQ-2 si 
manifestano con poliuria (diabete insipido). 

Un meccanismo di controllo inibitorio del rias- 
sorbimento di sodio è esercitato nel dotto collettore 
dai peptidi natriuretici comprendenti i peptidi na- 
triuretici atriali ed il peptide natriuretico renale o 
urodilatina. I peptidi natriuretici atriali sono secreti 
dai miociti atriali in risposta a ipervolemia, mentre 
l’urodilatina è secreta dall’epitelio dei tubuli renali. 
Lo stesso gene codifica per ambedue questi peptidi 
ma differenti processi post-traduzionali di un comu- 


ne pre-proormone generano diversi peptidi. I diffe- 
renti peptidi natriuretici si legano a recettori apica- 
li ( l’urodilatina) o basolaterali (peptidi natriureti- 
ci atriali) del dotto collettore, stimolando la guani- 
lato ciclasi ed aumentando quindi i livelli di cGMP 
Questo secondo messaggero inibisce: a) l’attività 
del canale apicale del Na* e della pompa Na'/K*, b) 
la secrezione di renina e di aldosterone e c) la vaso- 
dilatazione dell’arteriola afferente provocando una 
aumento della filtrazione glomerulare. Comples- 
sivamente l’effetto dei peptidi natriuretici si mani- 
festa con l’aumento dell’eliminazione di Na* e di 
acqua e, di conseguenza, con la diminuzione della 
pressione arteriosa. 


REGOLAZIONE RENALE DEL pH 
EMATICO 


Il metabolismo tissutale nell’organismo è ac- 
compagnato dalla continua produzione e rilascio in 
circolo di acidi. Infatti, i processi metabolici cellu- 
lari si accompagnano alla continua produzione di 
metaboliti acidi comprendenti 1) la CO, (acidità 
volatile), idratata rapidamente ad acido carbonico 
negli eritrociti ad opera dell’anidrasi carbonica e 2) 
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Figura 31.10 Riassorbimento di acqua nei diversi distretti del nefrone 


E N IE SI I LIRA 
Alto: il riassorbimento di acqua è mediato da differenti acquaporine (AQ), differentemente espresse nei diversi tratti 
del nefrone. | valori nei rettangoli rossi rappresentano le percentuali dell’acqua ultrafiltrata totale (100%) riassorbite 
da ciascun segmento del nefrone. Basso: l’ADH regola la quantità di AQ-2 nella membrane luminale. Il legame 
dell’ADH con specifici recettori sulla membrana basolaterale determina l'attivazione, cAMP-mediata, della protein chi- 
nasi A (PKA). PKA fosforila AQ-2, inducendo la sua traslocazione da vescicole citoplasmatiche alla membrana lumi- 
nale. Questo facilita l’entrata di acqua nelle cellule e la seguente uscita con AQ-3 e AQ-4. 


diversi acidi organici, quali acido lattico, intermedi 
del ciclo di Krebs e corpi chetonici (acidità non vo- 
latile). L’acidità volatile rappresenta la fonte di aci- 
di quantitativamente prevalente (15.000-20.000 
mmoli/24 ore) ed è eliminata con la respirazione 
polmonare, mentre l’acidità non volatile è limitata 
(50-80 mmoli/24 ore) ed è eliminata dal rene (Fig. 
31.11). Nonostante il metabolismo dell’organismo 
umano produca in continuazione notevoli quantità 
di acidi (15.000-20.000 mmoli/24 ore), i valori del 
pH plasmatico sono mantenuti in condizioni fisiolo- 


giche intorno a valori equivalenti a 40 nEd/L, corri- 
spondenti a valori di pH di 7,4 (range di pH fisiolo- 
gico: 7,38 e 7,42). Le difese attuate dall’organismo 
contro le variazioni della concentrazione idrogenio- 
nica, si fondano su tre differenti meccanismi, carat- 
terizzati da diversi tempi di intervento e rappresen- 
tati da: i sistemi tampone, la ventilazione polmona- 
re e la regolazione renale di protoni e bicarbonato. 

In risposta ad un aumento di acidi, i sistemi tam- 
pone corporei entrano in azione in tempi rapidi (po- 
chi secondi). Il sistema tampone bicarbonato/acido 
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Figura 31.11 Produzione ed eliminazione di acidi 


carbonico è il più importante in quanto non solo è il 
più abbondante (65 % del totale) ed è ubiquitario 
(presente nel fluido interstiziale, nel plasma, nelle 
cellule), ma è anche l’unico in cui la componente 
acida può essere rapidamente trasformata in un me- 
tabolita volatile (CO,), e quindi eliminabile rapida- 
mente (pochi minuti) attraverso i polmoni. 
Complessivamente, ai sistemi tampone è affidato il 
ruolo di emergenza ed istantaneità dell’intervento, 
mentre al polmone spetta il compito di eliminare gli 
acidi volatili (CO;). In condizioni normali, l’elimi- 
nazione della CO, attraverso la via respiratoria è 
equivalente alla sua produzione (20.000 mmoli/24 
ore). Il processo garantisce tra l’altro il manteni- 
mento della concentrazione di HCO; nel plasma 
(22-27 mmol/L), che costituisce la “riserva alcali- 
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na” circolante. Il polmone esercita pertanto un ruo- 
lo fondamentale nella regolazione del pH del pla- 
sma. L’iperventilazione polmonare, diminuendo la 
pCO, nell’alveolo polmonare, facilita l’allontana- 
mento di CO) (e quindi di H,CO;), incrementando 
così l’eliminazione di protoni (effetto alcalinizzan- 
te). Al contrario, l’ipoventilazione, facilita la persi- 
stenza dei protoni nel plasma (effetto acidificante). 

Nonostante la discrepanza tra gli acidi (volatili e 
non volatili) prodotti nelle 24 ore (circa 20.000 
mEg) ed il totale dei sistemi tampone (2.400 mEq), 
il meccanismo tampone è efficiente per il continuo 
rinnovamento del sistema. A questa funzione è de- 
putato il rene. Il rene esercita infatti un importante 
ruolo di controllo del pH plasmatico, sebbene sia 
più lento ad entrare in azione (richiede alcune ore). 


La funzione renale consiste essenzialmente nel mo- 
dificare il pH in due modi: 1) indirettamente, modi- 
ficando il riassorbimento o l’escrezione del tampo- 
ne HCO; e 2) direttamente, per escrezione o rias- 
sorbimento di H*. Quando il pH plasmatico tende a 
diminuire, i reni riassorbono completamente HCO" 
ed eliminano i protoni come tali, in associazione 
con i fosfati, o in forma di NHy. I reni sono più len- 
ti rispetto a sistemi tampone e polmoni, ma sono 
molto efficaci, in condizioni normali, nel corregge- 
re le variazioni del pH. 


Riassorbimento di bicarbonato ed 
escrezione di protoni 


La cellula del tubulo contorto prossimale del re- 
ne contribuisce a recuperare il bicarbonato. Il bicar- 
bonato plasmatico ultrafiltrato a livello del glome- 
rulo viene quasi completamente (80-90%) riassor- 
bito a livello del tubulo contorto prossimale, me- 
diante un meccanismo indiretto. Come mostra la 
Fig. 31.12, nel lume del tubulo gli HCO; filtrati si 
combinano con H° nel lume tubulare in una reazio- 
ne catalizzata dall’anidrasi carbonica IV (CA IV), 
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enzima legato alla membrana apicale delle cellule 
dei tubuli prossimali. Si forma così acido carboni- 
co, che si dissocia in H,0 e CO,. La CO, così pro- 
dotta diffonde rapidamente nelle cellule tubulari 
dove, in presenza dell’anidrasi carbonica I (CA II) 
citosolica, si combina con l’acqua e forma nuova- 
mente acido carbonico che si dissocia in HCO” e 
H*. Lo ione bicarbonato viene rilasciato nel sangue 
(andando a rifornire la coppia tampone) insieme al 
Na', mediate uno specifico trasportatore 
Na*/HCO; localizzato sulla membrana basolatera- 
le. Gli H* sono secreti nel lume tubulare mediante 
lo scambiatore Na*/H* (NHE-3) della membrana 
apicale, utilizzando il gradiente di sodio generato 
dalla Na*/K*-ATPasi basolaterale. È proprio l'ener- 
gia consumata da questa ATPasi che, in ultima ana- 
lisi, sostiene il riassorbimento di bicarbonato e la 
secrezione dei protoni nel lume tubulare. Il risulta- 
to netto è la rimozione del HCO; filtrato e la sua 
sostituzione da parte di un altro HCO;7 nel plasma. 
Tuttavia il processo è neutro in termini di escrezio- 
ne netta di H', in quanto gli H* escreti sono utiliz- 
zati soltanto per riassorbire bicarbonato. 

Le cellule tubulari prossimali sono in grado di 
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Figura 31.12 Riassorbimento di bicarbonato nel tubulo prossimale 
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Il bicarbonato filtrato dal glomerulo viene riassorbito in modo indiretto in un processo mediato dall’anidrasi carboni- 
ca della membrana luminale e citosolica (CAIV e CAII) e dallo scambiatore Na*/HCO37 della membrana basolate- 
rale. Il processo richiede l'intervento dello scambiatore Na*/H* e della pompa Na*/ K*. 
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Figura 31.13 Escrezione dei protoni come H,PO4- 








Nelle cellule del tubulo contorto distale i protoni, prodotti dall’anidrasi carbonica citosolica vengono secreti attivamen- 
te nel lume con lo scambiatore luminale Na+ /H*. Lo ione bicarbonato prodotto torna in circolo. Nel lume gli Ht si 
associano con i HPO,?- filtrati per formare HoPO*4- che vengono eliminati con le urine. 


generare una quota di HCO; addizionale mediante 
la deaminazione della glutammina a glutammato e 
di questo ad a-chetoglutarato (Fig. 31.3). Questo 
processo, stimolato in stati di acidosi cronica, pro- 
duce HCO; e NHy*; il primo viene riassorbito at- 
traverso la membrana basolaterale e gli ioni ammo- 
nio vengono secreti nel lume tubulare. L'entità del 
riassorbimento di HCO} è regolata dal HCO,  api- 
cale, dal pH, dalla pCO, peritubulare e dall’angio- 
tensina II. 


Escrezione dei protoni in forma di 
HoPOg e di acidi non volatili 


Un secondo meccanismo adottato dalle cellule 
renali per contrastare la produzione metabolica di 
acidi (che interviene soprattutto nelle forti acidosi 
metaboliche) consiste nell’eliminazione reale di 
acidi non volatili (titolabili) attraverso le urine, rap- 
presentati principalmente dal fosfato ma anche da 
acidi organici. 

Come illustrato nella Fig. 31.13, a livello del tu- 


bulo contorto distale i protoni, prodotti dalla CO, 
plasmatica o dal ciclo di Krebs, per azione dell’ani- 
drasi carbonica citosolica, sono secreti nel lume con 
lo scambiatore Na* /H*. Lo ione bicarbonato pro- 
dotto torna in circolo. Nel lume gli H* si associano 
con i HPO,°” filtrati per formare H;POx, che ven- 
gono escreti con le urine. Mentre nel sangue il rap- 
porto HPO4°/H,POx è 4:1, nelle urine è spostato 
verso valori tanto più bassi, quanto più la acidifica- 
zione è accentuata. Quando il pH delle urine rag- 
giunge il valore minimo di 4,5 tutto il fosfato è in 
forma di H,POy. 

Inoltre, nei casi di acidosi metabolica, diversi io- 
ni negativi (ione lattato nelle acidosi lattiche, ione 
acetoacetato e P-idrossibutirrato nelle chetoacidosi. 
etc.) sono abbondanti nel sangue e passano in parte 
nella pre-urina (grazie al loro basso PM a livello del 
glomerulo vengono filtrati). Queste sostanze si ac- 
coppiano ad uno ione H* secreto dalla cellula tubu- 
lare (prossimale e distale) e vengono eliminati con 
le urine. 

Il meccanismo di eliminazione di acidi è più 


“potente” del precedente (recupero del bicarbonato 
filtrato), poiché di fatto consente la reale elimina- 
zione di acidi (il pH urinario scende), e permette di 
rifornire la coppia tampone nel sangue di nuovo ap- 
porto di bicarbonato. 


Escrezione dei protoni in forma di 
NH* 


Il terzo meccanismo di eliminazione renale dei 
protoni utilizza l’ammoniaca che si libera dal meta- 
bolismo della glutammina descritto in precedenza. 
Come illustrato nella Fig. 31.14, la cellula del tubu- 
lo contorto distale produce l’enzima glutamminasi, 
che catalizza la trasformazione di glutammina in 
acido glutammico, con il distacco di un gruppo 
NH;. La ammoniaca così prodotta viene protonata a 
ione ammonio, secreto nel lume in un processo me- 
diato dallo scambiatore Na*/NHy' e, come tale, eli- 
minato con le urine. Una piccola quota di NH; vie- 
ne rilasciata dalle cellule tubulari mediante diffu- 
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sione e, nel liquido tubulare lega uno ione H' (a sua 
volta secreto dalla cellula tubulare) per formare 
NH4y* che viene escreto con le urine, Va sottolinea» 
to che lo ione ammonio che si forma è poco disso 
ciato (pKa = 9,3), e ciò consente la reale elimina 
zione di valenze acide senza provocare ulteriori n 
duzioni del pH urinario. Nell’acidosi cronica la pro 
duzione di NH aumenta di 3-4 volte per induzione 
della sintesi della glutamminasi renale. 


Stati di acidosi ed alcalosi e loro 
compensazione 


L’ambito dei valori normali del pH plasmatico è 
7,35-7,45. Un valore di pH al di sotto di 7,35 riflet- 
te uno stato di acidosi; un valore superiore a 7,45 
uno stato di alcalosi. A pH 7,40 il contenuto pla- 
smatico (sangue venoso) di HCO; è di 25-26 
mmol/L e quello della CO, disciolta 1,2-1,3 mmol 
/L (pCO, circa 40mm Hg), con un rapporto 
[HCO;]/[CO, disciolta] di 20. Nell’acidosi que- 
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Figura 31.14 Escrezione dei protoni in forma di NH4* 
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Nel tubulo distale, l'ammoniaca liberata dall'azione della glutamminasi e della glutammato deidrogenasi (GLU-DH) 
è protonata a ione ammonio, viene trasportata attivamente nel lume dal un antiporto che lo scambia con il sodio. 
Parte dell'ammoniaca diffonde liberamente nel lume dove si combina con i protoni secreti dallo scambiatore NHE-3 
per dare ioni ammonio. Gli ioni NH4* sono secreti con l'urina. Contemporaneamente il bicarbonato formato nella 


cellula viene rilasciato nel plasma per scambio con il CF. 
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st’ultimo valore diminuisce; nell’alcalosi aumenta. 

L’acidosi e l’alcalosi possono avere diversa ori- 
gine: metabolica, respiratoria o renale. In tutti i ca- 
SI Si può riconoscere una fase in cui si mettono in at- 
to i meccanismi fisiologici, respiratori e renali, di 
compenso per cui il pH plasmatico rimane nell’am- 
bito dei valori normali (acidosi ed alcalosi compen- 
sate), ed una fase di scompenso, in cui le capacità 
del controllo fisiologico vengono esaurite, il pH 
plasmatico esce dai valori normali (acidosi ed alca- 
losi scompensate). Sia l’acidosi che l’alcalosi 
scompensate, se non trattate adeguatamente, posso- 
no portare alla morte. 

L’acidosi metabolica può essere causata da au- 
mentata produzione di metaboliti acidi, quali i cor- 
pi chetonici, da ingestione abnorme di sostanze 
(farmaci) acidi, o da eccessiva perdita di secreti al- 
calini (HCO), per esempio a seguito di diarrea 
profusa. In fase di compensazione intervengono il 
meccanismo sia polmonare sia renale: il primo tra- 
mite iperventilazione, provoca eliminazione rapida 
di CO,, con conseguente diminuzione della concen- 
trazione plasmatica di HCO; il secondo tramite 
aumentata secrezione di protoni (H,POy e NHy'” 
produce urine più acide. Il rene provvede a recupe- 
rare bicarbonato ed anche ad eliminare maggiori 
quantità di anioni non volatili, accompagnati da ca- 
tioni (Na*, K*) ed acqua. Ciò può comportare, a lun- 
ga distanza, disidratazione e squilibrio elettrolitico. 

L’alcalosi metabolica può derivare da eccessiva 
introduzione di lattato o bicarbonato di sodio, o da 
abbondante eliminazione dell’HCI presente nel suc- 
co gastrico, ad esempio a seguito di vomito persi- 
stente. I meccanismi fisiologici di compenso sono 
esattamente inversi a quelli descritti per l’acidosi 
metabolica, e cioè ipoventilazione polmonare e di- 
minuita escrezione urinaria di protoni e sostanze 
protonate. 

L’acidosi respiratoria può trarre origine da dimi- 
nuita capacità respiratoria per malattie polmonari o 
da ipoventilazione di natura nervosa. Essa è caratte- 
rizzata da aumento della pCO, plasmatica. In que- 
sto caso, l’unica possibilità di compenso fisiologico 
è affidata al rene. La risposta renale consiste nel- 
l’aumento del riassorbimento e della produzione in- 
tratubulare di HCO;,, nell’aumento dell’escrezione 
di protoni (come H,POy e NH;'), nell’aumento del 
riassorbimento di Na*, e nella maggiore eliminazio- 
ne di K°* e di CI (per bilanciare l’eventuale aumen- 
to dell’HCO; plasmatico). 

L’alcalosi respiratoria fa seguito ad iperventila- 
zione di origine traumatica o tossica, ed è accompa- 
gnata da forte riduzione della pCO, plasmatica. 
Anche in questo caso, il compenso fisiologico è af- 
fidato al rene, che riduce il riassorbimento di HCO; 


e Na' nella porzione distale del nefrone. 

Uno stato di acidosi si instaura nell’insufficien- 
za renale acuta, allorché le capacità del rene di spo- 
stare protoni e sostanze protonate dal sangue all’u- 
rina sono compromesse. In queste condizioni /’uni- 
co meccanismo di compenso fisiologico è quello re- 
spiratorio, basato sull’iperventilazione. 


FUNZIONI ENDOCRINE 


Il rene non soltanto è l’organo bersaglio degli 
ormoni che controllano l’escrezione di acqua ed 
elettroliti, ma è anche sede di cellule endocrine che 
producono (o controllano la produzione di) ormoni. 
Queste molecole comprendono /a renina, il calci- 
triolo (1,25-diidrocalciferolo) e l’eritropoietina. 


Renina - Nella zona in cui si incontrano tre fon- 
damentali strutture glomerulari (arteriola afferente. 
glomerulo, e arteriola efferente), è presente /’appa- 
rato iuxtaglomerulare costituito dalle cellule iuxta- 
glomerulari e dalla macula densa. Le cellule iuxta- 
glomerulari, cellule endocrine differenziate da mio- 
citi della porzione terminale dell’arteriola afferente. 
costituiscono la ‘porta’ d’entrata alla rete glomeru- 
lare capillare e sono caratterizzate dalla presenza di 
baro-recettori, proteine sensibili a variazioni di 
pressione del sangue Le cellule della macula densa 
sono in contatto con la porzione iniziale del tubulo 
distale e sono ricche di chemiorecettori, sensibili a 
variazioni di concentrazione di elettroliti (Na*, CI, 
Ca?*) presenti nel lume tubulare. L'apparato iuxta- 
glomerulare è inoltre provvisto di una fine innerva- 
zione adrenergica e colinergica, e quindi suscettibi- 
le a stimoli nervosi. Le cellule iuxtaglumerulari sin- 
tetizzano la renina, glicoproteina di circa 40.000 di 
PM, che viene immessa nel sangue. La renina è un 
enzima proteolitico che, in circolo, scinde l’angio- 
tensinogeno producendo angiotensina I (Ang 1) 
(Fig. 31.15). Quest'ultima, per azione dell'enzima 
convertitore dell’angiotensina I (ACE), una metal- 
lo-peptidasi Zn-dipendente, catalizza la formazione 
di angiotensina II. L'angiotensina II (Ang II) è un 
ormone eptapeptidico con potente azione di vasoco- 
strizione sulla muscolatura liscia dell’arteriola effe- 
rente, e favorisce, in modo sia diretto che indiretto. 
il riassorbimento di Na* ed acqua, e quindi ad effet- 
to ipertensivo. La vasocostrizione dell’arteriola ef- 
ferente aumenta indirettamente la filtrazione. La 
stimolazione dello scambiatore Na'/H* del tubulo 
prossimale da parte dell’Ang II aumenta diretta- 
mente il riassorbimento di Na*. Inoltre, Ang II pro- 
muove il riassorbimento di Na* nel dotto collettore, 
stimolando la secrezione di aldosterone da parte 
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Figura 31.15 Sistema renina-angiotensina-aldosterone 


CIR notaio 
La renina sintetizzata dalle cellule iuxtaglomerulari del rene e rilasciata nel sangue scinde l'angiotensinogeno con pro- 
duzione di angiotensina | (Ang I) che viene trasformata in angiotensina Il (Ang Il). Ang Il esercita effetti ipertensivi sti- 
molando la secrezione di aldosterone e la vasocostrizione dell’arteriola afferente. La secrezione di renina dalle cellu- 
le iuxtaglomerulari è sotto il controllo di diversi effettori positivi e negativi. 


della corticale del surrene. L’aldosterone si lega a 
specifici recettori citoplasmatici delle cellule princi- 
pali del dotto collettore, con il risultato di aumentare 
l’attività del canale apicale del Na* e della Na' /Na*- 
ATPasi. La secrezione di renina è stimolata da (pona- 
triemia (diminuzione di Na' plasmatico), dalla dimi- 
nuzione della pressione arteriosa (monitorata da ba- 
ro-recettori siti nello stesso apparato iuxaglomerula- 
re), da stimoli adrenergici e nell’ischemia renale; è 
invece inibita dall’ Ang II (meccanismo a feed-back), 
dall’aumento di Na* (ipernatriemia) e dall’innalza- 
mento della pressione arteriosa (ipervolemia). 

Un omologo dell’enzima ACE, denominato 
ACE-2, è espresso abbondantemente nelle cellule 
dei glomeruli, dei tubuli e dei capillari renali, dove 
antagonizza l’attività di ACE promuovendo la de- 
gradazione di Ang II. Inoltre, ACE-2 catalizza an- 
che la conversione di Ang I al peptide inattivo an- 
giotensina. Quindi, mentre ACE promuove la for- 
mazione di Ang II da Ang I, ACE-2 degrada sia Ang 
I che Ang II. 


Calcitriolo - L’ormone calcitriolo (1,25-diidros- 
sicalciferolo) è prodotto delle cellule del tubulo 


prossimale e costituisce, insieme al paratormone, 
un potente ormone ipercalcemizzante. Il calcitriolo 
è un derivato della vitamina D;, che a livello cuta- 
neo e trasformata (per azione dei raggi ultravioletti) 
in calciferolo, a sua volta idrossilato in C25 nel fe- 
gato. Il 25-diidrossicalciferolo viene ulteriormente 
idrossilato nel rene in posizione C1, con formazione 
dell’ 1,25-diidrocalciferolo o calcitriolo (Fig. 31.16). 
L’enzima implicato nella reazione è la 25-idrossical- 
ciferolo 10-idrossilasi, idrossilasi a funzione mista e 
citocromo Pyso dipendente, con sede nei mitocondri. 
L’attività dell’enzima è stimolata dalla carenza ali- 
mentare di calcio e fosfato, dall’ipocalcemia ed ipo- 
fosfatemia, e dagli ormoni paratiroideo, GH, prolat- 
tina, estrogeni e glucocorticoidi; è invece inibita dal- 
l’ipercalcemia e dalla calcitonina. 

Questo ormone esercita i suoi effetti a livello in- 
testinale (stimola l’assorbimento del calcio alimen- 
tare), osseo (induce la demineralizzazione ed il con- 
seguente rilascio di calcio osseo nel plasma) e rena- 
le (stimola il riassorbimento del calcio ultra filtrato) 
e, di conseguenza, ha un’azione ipercalcemizzante. 

Maggiori dettagli sul calcitriolo sono presentati 
nel Capitolo “Vitamine e Coenzimi” e nel Capitolo 
“Biochimica degli ormoni”. 


926 è Biochimica del rene 








LCa?* e Pi 
Paratormone 
Estrogeni 
Prolattina 
GH 







,Ca? e Pi 
Calcitonina 





glucocorticoidi 


1a-IDROSSILASI | 
I __, 


FEGATO 
Microsomi 


H 


Vitamina D3 


O 
25-idrossivitamina D3 





RENE 
Mitocondri | 


"tesse 
‘1a, 25-idrossivitamina D3 


24,25-diidrossivitamina D3 | __—__— | 1,24,25-diidrossivitamina D3 


Figura 31.16 Metabolismo del calcitriolo 








(RO F ara n 
TCa?* e Pi nel plasma 





La vitamina D viene idrossilata a 25-idrossicalciferolo in posizione 25 nel fegato. La 1a-idrossilasi renale media la for. 
mazione dell’1,25-diidrossicalciferolo o calcitriolo, ormone ipercalcemizzante. Sia il calcitriolo che il suo precursore 
possono essere indrossilati in posizione 24, per dare origine a composti inattivi che vengono escreti. 


Eritropoietina — L’eritropoietina (EPO) è un or- 
mone glicoproteico, sintetizzato principalmente a 
livello renale, che rappresenta il principale stimolo 
dell’eritropoiesi. I livelli ematici di EPO (normali, 
20 mU/mL) sono inversamente correlati all’ossige- 
nazione dei tessuti e possono aumentare sino a 
20.000 mU/mL a basse concentrazione di ossigeno 
(come in alta quota) o in condizioni di anemia. 
Circa il 90% dell’EPO circolante è prodotta dalle 
cellule interstiziali peritubulari della corticale rena- 
le, cellule sensibili a variazioni della concentrazio- 
ne di ossigeno. Ad alte tensioni di O., j/ fattore di 
trascrizione dell’ EPO (HIF-10) viene idrossilato 
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INTRODUZIONE 


Il tessuto osseo è la forma più specializzata di tessuto connettivo, caratterizzata 
dalla grandissima prevalenza della parte extracellulare (matrice extracellulare) rispet- 
to a quella cellulare. Nel tessuto osseo circa il 50% della matrice extracellulare è rap- 
presentato da collagene che copre a sua volta il 90-95% del materiale organico e co- 
stituisce la trama del tessuto, sulla quale si depositano i cristalli di minerali di Ca°* che 
danno compattezza al tessuto stesso. La parte minerale copre il rimanente 50% del- 
la matrice extracellulare. La struttura anatomica dell’osso, in particolare l’osso lungo, 
è trabecolare (Fig. 32.1), con lamelle circonferenziali esterne, trabecole che si proiet- 
tano verso la cavità midollare, e lamelle interstiziali concentriche che attornano 1 ca- 
nali di Havers entro i quali scorrono i vasi. Il sistema cellulare dell’osso consiste di tre 
tipi principali di cellule: gli osteoblasti, gli osteoclasti e gli osteociti (Fig. 32.2). Gli 
osteoblasti sono cellule mononucleate, derivate da precursori mesenchimali, addette 
alla biosintesi dei componenti della matrice extracellulare non mineralizzata, detta 
anche osicoide. Essi stanno alla superficie delle lamelle, dove continuano a prolifera- 
re e in parte si spostano verso l’interno, rimanendo inglobati nella matrice la quale va 
poi incontro alla mineralizzazione. Una volta inglobati nella matrice mineralizzata es- 
si perdono la capacità riproduttiva e si trasformano in osveociti, cellule stellate, che ri- 
mangono all’interno di un sistema canalicolare intercomunicante permeato da un li- 
quido in rapporto con il sistema vascolare. Gli osteoclasti sono cellule multinucleate, 
di grosse proporzioni, derivate da cellule staminali ematopoietiche pluripotenti pre- 
senti nel sangue (monociti): essi possiedono un dominio apicale di membrana che mo- 
stra un margine increspato cui è assegnato un ruolo importante nel riassorbimento del- 
l’osso (Fig. 32.2). In alcune zone l’osso va incontro continuamente a demolizione, 
che è operata dagli osteclasti, e a ricostituzione, operata dagli osteoblasti. La zona 
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Figura 32.1 Rappresentazione schematica della parte della diafisi di un osso lungo 





Si osservino i tre tipi di osso lamellare: sistema haversiano e lamelle circonferenziali esterne ed interne. Nel sistema 
haversiano che protrude a sinistra è indicato l'orientamento delle fibre collagene in ciascuna lamella; in quello di de- 
stra si notano le lamelle concentriche, il capillare sanguigno centrale e gli osteociti (da L.C. Junqueira et al., 
Compendio di Istologia, 2001, Piccin Nuova Libraria, Padova). 


(sorta di “galleria”) erosa dagli osteoclasti, viene 
occupata dagli osteoblasti proliferanti che rivestono 
la parete e sintetizzano osteoide, ricostituendo osso. 
Nel contempo, a seguito di stimoli angiogenici libe- 
rati dagli stessi osteoblasti, un nuovo capillare si 
forma e si sviluppa entro la “galleria” e si viene a 
costituire un nuovo canalicolo che verrà ricoperto 
da strati concentrici di nuovo osseo. Pertanto, anche 
nell’osso adulto è sempre operante un incessante 
processo di rimodellamento con una “zona” aperta 
in cui, fra l’altro, il minerale osseo si scioglie nei 
suoi componenti Ca?* e fosfato, e si ricompone. Ciò 
rende possibile una correlazione fra Ca?* e fosfati 
solubili del sangue e Ca?* e fosfati solubili dell’os- 
So, e quindi il coinvolgimento dell’osso nella omeo- 
stasi di Ca°* e fosfati di enorme importanza fisiolo- 
gica, Ogni anno in un soggetto adulto sano si rinno- 


va circa il 4% del tessuto osseo compatto e il 20% 
del tessuto osseo trabecolare. 


BIOCHIMICA DELL'OSSO 


Parte minerale 


La parte minerale dell’osso, intimamente asso- 
ciata alla matrice organica, è costituita per il 9- 
11,7% di fosfato inorganico (PO4*), il 19,3-25,8% 
di Ca?* e per il 2,3-3,7% di carbonato (CO;7). La 
struttura cristallina nettamente prevalente è quella 
dell’idrossiapatite, 3[Caz(PO,)2.Ca(OH),], con 
cristalli ortogonali alti 5 nm, larghi 25 nm e lunghi 
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Figura 32.2 


A. Cellule progenitrici degli osteoblasti, osteoclasti, osteoide ed osteociti (da L.C. Junqueira et al., op. cit.). B. 
Rimodellamento dell'osso: erosione dell'osso promossa dagli osteoclasti; ricostruzione dell'osso operata dagli osteo- 
blasti; stimolo angiogenetico e costituzione di un nuovo canalicolo osseo. 


45 nm. Sono presenti anche altri minerali quali 0 e una catena ©, povere di idrossilisina e con 
Ca;(PO4),, sulla superficie esterna delle ossa e del- scarsa glicosilazione), accompagnato da piccole 
la dentina, e cationi che sostituiscono il Ca?*, quali quantità di co/lagene di tipo II (costituito da 3 ca- 
Sr2*, Ba?*, Pb?* e Mg?*, e anioni che sostituiscono tene aj) e collagene di tipo V (costituito da 2 cate- 
l’OH, quali F7, CIT e Br. ne 0 e una catena %, ricche di idrossilisina e con 
elevata glicosilazione). Per le caratteristiche strut- 

turali del collagene si rimanda alla parte di biochi- 

Matrice organica mica strutturale del testo. Seguono: proteoglicani, 
quali il CS-PGI1 (biglicano), CS-PGII (decorina)e 

I principali componenti dell’osteoide non calci- i CS-PGII! ( fibromodulina), tutti contenenti con- 
ficata sono elencati nella Tabella 32.I. Il compo- droitinsolfato (CS), che è il glicosamminoglicano 
nente di gran lunga più abbondante è, come già ri-  (GAG) più abbondante, per quanto non esclusivo, 
ferito, il collagene di tipo I (costituito da 2 catene dell’osso (anche dermatansolfato, e cheratansolfato 


Tabella 32.I 


Principali proteine contenute nell’osteoide. 











. : . 
Proteine | Funzione I 
Siri | 
| 
Tipo | Impalcatura della matrice extracellulare. | 
| Tipo Il Componente minore; impalcatura della matrice extracellulare. 
| Tipo V Componente minore; impalcatura della matrice extracellulare. | 





Ì 


Proteine non collageniche: | 





|Proteoglicani | | 
CS-PGl (biglicano) Presente anche in altri tessuti; interazioni con il collagene; polianione. | 


| CS-PGII (decorina) Presente anche in altri tessuti; interazioni con il collagene; polianione. | 
| CS-PGIII (fibromodulina) |Specifica dell'osso; inibizione della sintesi del collagene; polianione. | 
| Osteonectina Non specifica dell’osso; legami con l’idrossiapatite e il Ca?*. 

| Osteocalcina Specifica dell'osso; legami con l’idrossiapatite e il Ca?*. 

| Osteopontina Non specifica dell'osso; legami con l’idrossiapatite e gli osteoclasti. 

| Trombospondina Legami con l’idrossiapatite e gli osteoblasti. 

\Sialoproteina dell'osso Specifica dell'osso; interazione con le integrine. 


| Proteine morfogenetiche | Proteine secretorie con varie azioni sull’osso; possono indurre crescita ectopica del- 
‘dell’osso (BMP) l'osso. 
\Calpactina Fissazione del Ca?*. 
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sono presenti nell’osso); osfeocalcina, contenente 
residui di acido glutamico y-carbossilati, con gran- 
de capacità di chelare Ca°*; osteonectina, fosforila- 
ta e pure in grado di fissare Ca?*; osfeopontina, ric- 
ca di sequenze Arg-Gly-Asp (sequenze “R-G-D”), 
facilitanti le interazioni con recettori integrinici; 
sialoproteina dell'osso (‘BSP’), pure ricca di se- 
quenze R-G-D e portante resti di acido sialico, 
gruppi solforici e gruppi fosforici su resti tirosinici, 
con amplissime capacità di fissare Ca°*; irombo- 
spondina, che faciliterebbe le adesioni Ca°*-media- 
te fra le cellule. Per le caratteristiche chimiche dei 
proteoglicani e glicosaminoglicani si rimanda alla 
parte di biochimica strutturale del testo. 


Processo di mineralizzazione 


Il processo di calcificazione dell’osso è ancora 
non completamente noto. Il ruolo centrale è svolto 
dagli osteoblasti che producono fibre di collagene, 
glicosaminoglicani, proteine dei proteoglicani ed 
altre proteine Ca°*-fissatrici quali l’osteonectina e 
la trombospondina. Le modalità di biosintesi delle 
fibre del collagene e dei glicosaminoglicani sono 
state descritte nella parte metabolica del testo. Tutti 
questi prodotti di biosintesi sono versati nell’am- 
biente extracellulare. Quando la concentrazione ex- 
tracellulare del Ca°* e del P; raggiunge i valori di 
1.4 mM per il Ca?* e 1,9 mM per il P; ,al pH di 7,58, 
si formano i primi cristalli del minerale osseo, che 
può non essere l’idrossiapatite, bensì CaHPO, . 
2H0 e Ca;(PO4),, sui quali poi si stratifica l’idros- 
siapatite, 3[Caz(PO4),.Ca(OH),]. I primi depositi 
del minerale si costituiscono all’interno delle vesci- 


OSTEOBLASTO 






cole della matrice extracellulare (VME) prodotta da 
estroflessioni della membrana plasmatica degli 
osteoblasti, indotte dal Ca?* sia extra- sia intra-cel- 
lulare (quest’ultimo rilasciato dai mitocondri), e dal 
P;, di origine prevalentemente intracellulare (è pro- 
dotto dalla idrolisi di esteri fosforici ad opera di una 
fosfatasi alcalina di cui è ricca la membrana). 
All’interno delle VME si accumulano: (a) Ca?*, 1- 
2 mMol come Ca?* libero, 30-40 mM legato a pro- 
teine, in particolare la ca/pactina, 3-5 mMol legato 
a lipidi; (b) P, 20-25 mMol in forma libera, 20 
mMol legato a proteine e 2 mMol legato a lipidi; (c) 
Msg°*,4 mMol in forma libera e 4 mM, legato a pro- 
teine; (d) Na, 120 mMol e K* 20 mMol. Queste 
concentrazioni ioniche si realizzano anche a segui- 
to dell’azione di pompe e carrier: lo scambiatore 
Na*K* che internalizza Na*: lo scambiatore 
Na*Ca°* che internalizza Ca?*, la pompa Na*/H** 
che estrude H* internalizzando Na'; il sinporto P. 
/Na' che internalizza i due ioni. Sulla faccia ester- 
na delle vescicole sono collocate: una fosfatasi al- 
calina che frammenta il PP; (inibitore della calcifi- 
cazione), interagisce con il collagene e lega Ca?*, e 
una metallo-proteasi che, una volta attivata per rot- 
tura delle vescicole, degrada i proteoglicani trasfor- 
mandoli in composti di piccolo peso molecolare, 
che facilitano la deposizione del minerale osseo. 
Le VME a contatto con la matrice extracellula- 
re vanno incontro a lisi, versando all’esterno il loro 
contenuto di sali, enzimi, proteine e fosfolipidi. Ciò 
innesca la ulteriore formazione di microcristalli di 


fosfato di Ca°* che si depositano sulle trame del 


collagene e dei proteoglicani spesso in corrispon- 
denza dei punti di interazione con la osteonectina e 
la trombospondina nonché di glicosamminoglicani 
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MINERALIZZAZIONE 


Figrua 32.3 Formazione e lisi delle vescicole della matrice extracellulare (VME) e innesco del pro- 


cesso di mineralizzazione dell'osso 
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di basso peso molecolare, e fungono da nuclei di 
cristalizzazione e di deposizione dei cristalli defini- 
tivi di idrossiapatite. Il processo di formazione e li- 
si delle VME, con innesco della mineralizzazione 
dell’osso, è schematizzato nella Figura 32.3. 


RIASSORBIMENTO DELL'OSSO 


Si è già ricordato che l’osso è in un continuo sta- 
to di rimodellamento (osteolisi e osteosintesi) e che 
la liberazione dei componenti (Ca?* e P;) del mine- 
rale osseo è un punto essenziale della omeostasi del 
Ca?* nell’organismo. Il riassorbimento, o lisi, del- 
l'osso è compito degli osteoclasti maturi e attivi. Il 
processo di maturazione richiede la fusione dei pre- 
cursori degli osteoclasti in osteoclasti (polinucleati) 
latenti e la conversione degli osteoclasti latenti in 
osteoclasti attivi. Questo processo è innescato da 
fattori osteolitici (o di riassorbimento dell’osso), in 
particolare l’ormone paratiroideo (PTH) e 
l'I,25(0H); vitamina D3 (o D2),, e, con minor ef- 
fetto, l’interleuchina IH (IL-II) e la PGE, Questi 
fattori però non agiscono direttamente sugli osteo- 
clasti, bensì sugli osteoblasti, che ne posseggono i 
corrispondenti recettori. In risposta a questi fattori 
gli osteoblasti liberano citochine, quali la TRANCE 
(“‘TNF-related activation induced cyvtokine”) e 
l’ODF (‘“osteoclast differentiation factor”) chia- 
mate anche RANKL. Le RANKL interagiscono con 
1 recettori RANK, presenti sulla membrana dei pre- 
cursori delle cellule osteoclastiche, e ne stimolano 
il differenziamento a osteoclasti maturi. Analogo 
effetto è sortito anche dal fattore M-CSY (‘“macro- 
phage colonv stimulating factor”). La stimolazione 
dei recettori RANK porta all’attivazione della pro- 
teina TRAF/6 con innesco del sistema trasduziona- 
le NF-KP, INR e c-Src, trascrizione nucleare e quin- 
di sintesi di nuove proteine. A seguito di queste sti- 
molazioni gli osteoclasti assumono la morfologia ti- 
pica dell’osteoclasto attivo, con un dominio apica- 
le di membrana increspato, nel quale diventa ope- 
rativa una pompa protonica H'-ATP-asi che espel- 
le H* nell’ambiente esterno imponendo un pH aci- 
do (<4,0). Questa condizione facilita la so/ubilizza- 
zione dell’idrossiapatite, con liberazione di Ca?* e 
P;, e quindi la demineralizzazione dell'osso. 
Vengono anche escrete idro/asi di origine lisosoma- 
le e metallo-proteasi che digeriscono proteine e gli- 
cani della matrice. Il materiale che risulta dalla de- 
gradazione viene assunto dagli osteoblasti per en- 
docitosi, accumulato nella forma di vescicole e se- 
creto a livello della membrana basolaterale. Una 
potente azione di stimolo dell’attività degli osteo- 
clasti è esercitata dal TGF-a (‘“‘transforming growth 


factor-a") e dal fattore di crescita dell'epidermide 


(EGF). Gli osteoblasti esercitano sugli osteoclasti 
anche una azione inibitoria sulla loro maturazione e 
attività, legata a fattori proteici prodotti dagli osteo 

blasti in risposta a stimoli endocrini e immunologi 

ci. Fra questi fattori figurano: la proreina osteopro 

tegerina (OPG), di PM 55.000, secreta come un 
omodimero, che combinandosi con i RANKI ne 
impedisce il legame ai recettori e quindi ne annulla 
gli effetti sugli osteoclasti; il fattore di crescita 
TGF-B (‘“transforming growth factor-(3"), omodi 

mero di PM 25.000, che inibisce la proliferazione 
dei precursori degli osteoclasti, stimolando invece 
l’attività osteosintetica degli osteoblasti stessi (sin- 
tesi della fosfatasi alcalina, della osteopontina e del 
collagene di tipo 1); il PDGF che stimola la prolife- 
razione degli osteoblasti, il FGF (‘“fibroblast 
growth factor”), l’IGF-I e l’IGF-I (‘“Insulin like 
growth factor I” e “Insulin like growth factor II") 
che stimolano la crescita e il metabolismo osteoide- 
produttivo degli osteoblasti. Su molti di questi fat- 
tori è esercitata una azione attivatoria anche da par- 
te degli ormoni sessuali maschili e degli estrogeni. 
È su questa azione che è basato l’effetto mineraliz- 
zante e di stimolo all’osteogenesi di questi ormoni 
e, al contrario, l’osteoporosi da carenza di estroge- 
ni che può insorgere nella post-menopausa. Il pro- 
cesso osteolitico e la sua modulazione è schemati- 
camente presentato nella Figura 32.4. 


RELAZIONI FRA SISTEMA 
IMMUNITARIO E METABOLISMO 
DELLOSSO 


Le condizioni che si accompagnano ad attivazio- 
ne dei linfociti T possono stimolare la osteoclasto- 
genesi e quindi incrementare il riassorbimento os- 
seo fino a generare un quadro di osteoporosi. La ba- 
se molecolare del processo è costituita dal rilascio 
di citochine della famiglia RANKL che, occupando 
i recettori delle RANKL delle cellule pre-osteocla- 
stiche, ne promuovono il differenziamento a osteo- 
clasti maturi. La secrezione della citochina antivi- 
rale INF-y, che in alcuni casi è operata dagli stessi 
linfociti T, può sortire effetto del tutto opposto, in 
quanto l’INF-y attiva il sistema di degradazione 
proteica dipendente dall’ubiquitina che porta alla 
digestione della proteina TRAF/6. Le citochine a 
potenziale azione di promozione della osteoclasto- 
genesi e quindi della osteolisi, sono il già citato 
TNF-c e le interleuchine IL-6, IL-11, IL-15 e IL- 
17; effetto opposto (e quindi osteogenetico) è eser- 
citato dalle interleuchine IL-4, IL-10, IL-13 e IL- 
18. 
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Figura 28.4 Schema del processo osteolitico e della sua regolazione 





MARCATORI BIOCHIMICI DEL 
RIMODELLAMENTO OSSEO 


La formazione e il riassorbimento dell’osso so- 
no un processo continuo sostenuto, rispettivamen- 
te, dall’attività degli osteoblasti e degli osteoclasti. 
Il bilancio fra le due fasi di questo processo è un 
equilibrio dinamico, in cui, fisiologicamente, pre- 
vale la fase osteogenica durante la crescita o la ripa- 
razione tessutale (dopo fratture), si mantiene in 
equilibrio tra le due fasi nell’età adulta, e tende a 
prevalere la fase di riassorbimento (soprattutto nei 
soggetti femminili dopo la menopausa) nell’età se- 
nile. Va ricordato che il bilancio fra le due fasi del 
processo è il risultato dell’azione concertata di dif- 
ferenti ormoni ed altri bioregolatori fra i quali par- 
ticolare rilevanza hanno gli ormoni addetti all’o- 
meostasi del Ca?* (e del P;), paratormone, calcitoni- 
na e 1,25(0H), vitamina D; (e D;) che esercitano 
direttamente o indirettamente azioni sul metaboli- 
smo osseo. 


I marcatori biochimici del rimodellamento osseo 
sono metaboliti presenti nel sangue e (0) nelle uri- 
ne, come espressione specifica dell’attività osteo- 
blastica (osteogenesi) e osteoclastica (riassorbi- 
mento osseo). Marcatori dell'attività osteoblastica 
sono: la fosfatasi alcalina, l’osteocalcina (e pro- 


osteocalcina); il peptide C-terminale (telopeptide 


C) del procollagene I, che si libera durante la matu- 
razione del collagene in sede extracellulare; l’ana- 
logo peptide-N terminale (telopeptide N) formato- 
si dal procollagene I. Tutti questi metaboliti sono 
determinabili nel plasma generalmente impiegando 
metodi immunometrici (con uso di anticorpi speci- 
fici per le singole sostanze). L’uso del metodo im- 
munometrico è particolarmente indicato anche per 
il dosaggio della fosfatasi alcalina, in quanto il pla- 
sma contiene anche una fosfatasi alcalina di origine 
epatica, e, in gravidanza, è presente una fosfatasi al- 
calina di origine placentare. È possibile ottenere an- 
ticorpi specifici per ciascuna isoforma di fosfatasi 
alcalina. 
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Marcatori dell'attività osteoclastica sono: l’i- 
drossiprolina (e piccoli peptidi che la contengono) 
e idrossilisina (amminoacidi tipici del collagene); 
galattosil-idrossilisina e glucosil-galattosil-idrossi- 
prolina (pure tipiche del collagene); i derivati del- 
l’idrossipiridinio presenti nei legami crociati del 
collagene (si tratta della piridinolina-PYD-, che si 
forma per condensazione di tre residui di idrossili- 
sina, della deossipiridinolina-DPD- formata per 
condensazione di due residui di idrossilisina e uno 
di lisina e di forme glicosilate della piridinolina) 
(Fig. 32.5). Questi metaboliti, che si formano tutti a 
seguito della proteolisi del collagene, promossa da- 
gli osteoclasti, vengono solitamente dosati nelle 
urine con metodi HPLC dopo opportune derivatiz- 
zazioni (le PYD e DPD anche con tecniche immu- 
nometriche). Una limitazione nell’uso di questi 
marcatori è legata al fatto che il collagene è presen- 
te anche in altri tessuti connettivi (particolarmente 
cartilagine e tendini), per quanto però non assogget- 
tato al continuo processo di sintesi e di degradazio- 
ne come nel tessuto osseo. Per questo motivo il 
DPD è considerato un marcatore più elettivo in 
quanto è presente nell’osso in quantità molto supe- 
riore (10-50 volte) rispetto ad in altri tessuti. 


Non va dimenticato che lo stato globale della 
mineralizzazione ossea può essere valutato con tec- 
niche di istomorfometria ossea è scintigrafia del 
l’apparato scheletrico. Va pure rimarcato che il me 
tabolismo osseo è integrato nel più ampio processo 
dell’omeostasi del Ca°* e del P;: pertanto anche la 
conoscenza delle concentrazioni nel siero e nelle 


urine di questi ioni è fondamentale per la corretta 
valutazione di situazioni patologiche. ll comporta 
mento di alcuni parametri biochimici ematici ed 
urinari in comuni malattie del tessuto osseo è illu- 
strato nella Tabella 32.II. 


ANOMALIE METABOLICHE E 
GENETICHE CHE INTERESSANO IL 
TESSUTO OSSEO 


Alcuni esempi di anomalie metaboliche, disen- 
docrine e genetiche, che colpiscono il tessuto osseo 
sono riportati nella Tabella 32.III. La forma più co- 
mune di nanismo (nanismo ipofisario), è dovuta a 
deficit dell’ormone della crescita (GH), che, stimo- 
lando la riproduzione degli osteoblasti, facilita la 
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Figura 32.5 Marcatori chimici dell'attività osteoclastica 
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Tabella 32.II 


Comportamento di alcuni parametri biochimici nel siero e nelle urine in malattie metaboliche delle ossa. 
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Tabella 32.III 


Alcune malattie metaboliche disendocrine e genetiche che interessano il tessuto osseo. 


Dovuto spesso a deficit di ormone della crescita (GH). 


Dovuto a deficit di vitamina D durante l'infanzia. 


Dovuto a deficit di vitamina D durante l’età adulta. 
Iperparatiroidismo |Eccesso di paratormone che provoca riassorbimento osseo 


Dovuta a mutazioni di geni che regolano la sintesi del collagene di tipo |. 


Comunemente compare dopo la menopausa; alcuni casi sono dovuti a mutazioni di 
geni che regolano la sintesi del collagene e del gene per il recettore della vitamina D. 





Nanismo 








In alcuni casi è dovuta a mutazione di geni implicati nella sintesi del collagene. 


Dovute a mutazioni nei geni implicati nella sintesi del collagene. 
condrodisplasie 
Sindrome di Mutazioni nel gene che codifica il recettore 1 del fattore di crescita dei fibroblasti 
Pfeiffer (FGRI). 


Sindromi di Mutazioni nel gene che codifica il recettore 2 del fattore di crescita dei fibroblasti 
Jackson-Weiss e (FGFR2). 
di Crouzon 
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Mutazioni nel gene che codifica il recettore 3 del fattore di crescita dei fibroblasti 


(PGFR3). 
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crescita delle ossa lunghe a livello delle giunzioni 
epifisarie nei bambini e la crescita per apposizione 
negli adulti. Anche il riassorbimento di Ca?*, Mg?* 
e P; a livello tubulare renale è incentivato dall’or- 
mone. Il rachitismo e l’osteomalacia sono sindromi 
da ipomineralizzazione ossea, l’una propria dei 
soggetti in crescita e quindi accompagnata da defor- 
mazione delle ossa stesse, specialmente quelle lun- 
ghe, e l’altra, che si presenta nei soggetti adulti, con 
assottigliamento delle ossa. In entrambi i casi la 
causa della malattia è il deficit di assunzione di vit. 
D; (e D»). Nell’iperparatiroidismo, accanto all’au- 
mento del contenuto serico di Ca?* e diminuzione di 
quello del P;, si osserva un quadro esteso di riassor- 
bimento osseo e calcolosi renale. L’osteogenesis 
imperfecta, caratterizzata da abnorme fragilità os- 
sea e sclere sottili e traslucenti, si presenta in varie 
forme tra le quali quelle più gravi portano a morte 
in tenera età. Oltre il 90% dei casi di osteogenesis 
imperfecta è dovuto a mutazioni di geni che codifi- 
cano per la sintesi delle catene a.) e 1, del precolla- 
gene: ciò conduce ad anomalie nella formazione 
delle fibrille del collagene che più facilmente si as- 
soggettano a proteolisi. L’osteopetrosi è caratteriz- 
zata dall’aumento della densità e compattezza del- 
l’osso, che fa seguito all’incapacità di riassorbire 
l’osso. Una forma della malattia è dovuta a muta- 
zione del gene che codifica l’anidrasi carbonica. 
L’assenza di questo enzima a livello degli osteocla- 
sti impedisce di alimentare la pompa protonica e 
quindi di realizzare quel pH acido che è necessario 
per la solubilizzazione dell’idrossiapatite. L’osteo- 
porosi è una riduzione generalizzata e progressiva 
della massa e della mineralizzazione ossea, il che 
facilita le fratture fra le quali più frequentemente 
quelle a livello della testa del femore. Nella pato- 
genesi dell’osteoporosi possono essere implicate al- 
cune citochine, quali l’interleuchina 1 e 6, e la ridu- 
zione (con la menopausa) degli estrogeni. Molte 
condrodisplasie come qualche forma di osteoartrite, 
sono dovute a mutazioni di geni che codificano per 
il collagene. Infine le sindromi di Pfeiffer, di 
Jackson-Weiss e di Crouzon, tutte caratterizzate da 
prematura fusione delle suture craniche, e alcune 
acondroplasie sono dovute a mutazione dei geni 
che codificano per recettori dell’FGF, con conse- 
guente abolizione dell’azione iperplasica e trofica 
esercitata dal FGF sui progenitori degli osteoblasti. 


BIOCHIMICA DENTALE 


Come illustrato nella Figura 32.6 i principali 
componenti del dente sono: (a) lo smalto, all’ester- 
no della parte del dente emergente dalla gengiva, 


(b) la dentina, che è rivestita di smalto nella parte 
emergente del dente, e costituisce la parte ossea del- 
le radici dentali, e (c) la po/pa che sta all’interno 
della dentina. Il dente è provvisto di vascolarizza- 
zione e innervazione. 


Smalto 


Lo smalto è il tessuto più altamente mineralizza- 
to dell’organismo. Nella forma matura è infatti co- 
stituito per il 96% da minerali, per poco meno del 
4% da H;0 e per lo 0,1% da materiale organico. La 
formazione della dentina si svolge in due fasi. Nella 
prima, gli ameloblasti sintetizzano ed estrudono 
una matrice gelatinosa, ricca di ame/ogenine, pro- 
teine basiche con elevato contenuto di prolina (23- 
28%), acido glutamico (15%) e leucina (10%), e 
PM variabile da 5000 a 100.000, e le enameline, 
glicoproteine acide e fosforilate, con ampia capaci- 
tà di fissare il Ca?*. A queste principali proteine si 
aggiungono, in minore quantità, altre glicoprotcine 
e proteoglicani. Sulle amelogenine e le enameline 
si fissano i sali di calcio, prevalentemente in forma 
di idrossiapatite a base allungata ed esagonale. Le 
altre proteine e i proteoglicani, complessandosi con 
amelogenine e enameline ne facilitano la mineraliz- 
zazione. 
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Figrua 32.5 Schema della morfologia del dente 


(da G. Valletta et al. Odontostomatologia, vol. 1, 1997, 
Piccin Nuova Libraria, Padova). 
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In una fase successiva lo smalto va incontro a 
proteolisi con espulsione del materiale organico 
che dal 19% passa allo 0,1%, e ulteriore mineraliz- 
zazione che passa dal 37% al 96% del peso totale. 
Procedendo però verso la giunzione amelodentini- 
ca, parte dell’idrossiapatite è sostituita da carbona- 
to di calcio e parte del Ca°* da Mg?* e Na*. Inoltre 
una parte degli OH dell’idrossiapatite è sostituita da 
F° con formazione di CaF, (fluoroapatite). La pre- 
senza di F aumenta la durezza e la resistenza, so- 
prattutto agli acidi, dello smalto. Le principali ca- 
ratteristiche composizionali dello smalto sono pre- 
sentate nella Tabella 32.IV. 


Dentina 


La dentina ha una composizione chimica molto 
simile a quella dell’osso (vedi Tabella 3Z.IV). 
Contiene il 72% di materiale minerale, di cui 2/3 
come idrossiapatite ed 1/3 come Ca;(PO4)., il 20% 
di sostanze organiche fra le quali è nettamente pre- 
valente il collagene, seguito da glicosaminoglicani, 
glicoproteine e, in piccole quantità, lipidi, e 1°8% di 
H,0. La matrice della dentina è prodotta dagli 
odontoblasti i quali però, a differenza degli osteo- 
blasti, non sono incorporati dalla matrice man ma- 
no che questa si mineralizza, bensì arretrano la- 
sciando dei prolungamenti citoplasmatici contenuti 














in cunicoli. Mancano inoltre cellule del tipo degli 
osteoclasti e non è operativo il processo di rimodel 
lamento. 


Polpa dentale 


La polpa dentale è un tessuto connettivale parti. 
colare, costituito da una parte cellulare (fibroblasti. 
fibrociti, istiociti, macrofagi, linfociti e plasmacel 
lule) ed una parte, preponderante, di sostanza fon 
damentale gelatinosa. Questa è formata per il 90%, 
da acqua e per il rimanente 10% da collagene (il cui 
contenuto aumenta con l’età), elastina, glicoprotei. 
ne sialilate e fucosidate, proteoglicani contenenti 
dermatansolfato, condroitinsolfato ed acido jaluro 
nico e consistenti quantità di Ca?* e P;. Le cellule 
della polpa dentale sintetizzano i costituenti della 
dentina e della polpa stessa e provvedono alla ripa: 
razione e alla difesa dell’integrità della dentina. La 
polpa ha una intensa attività metabolica, anche 0s- 
sidativa. È, inoltre, fortemente irrorata ed innervata. 
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Tabella 32.IV 
| principali costituenti del dente espressi in % sul peso fresco. 
Smalto 
CEE CTT="= a Er sa arena pere e 
Materiale 37 96 I? <0,1 (Ca?* e Pi) 
inorganico 
Materiale organico 19 TER 0,1 20 10 3 
Acqua 44 SP 8 90 


Principali sostanze 
organiche 


Proteine: amelo-ge- 
nine, enameline, gli- 
coproteine, proteo- 

glicani 


Tipo di minerale Idrossiapatite 


Densità (g/cm) 1,45 3,00 
( Zomponente Pressoché nulla nulla 
cellulare 


Peptidi insolubili 


Idrossiapatite 


Collagene, elastina, 
glicoproteine, proteo- 
glicani, GAG: derma- 
tan-solfato, condroi- 
tinsolfato, acido jalu- 
ronico 


Collagene (preva- 
lente), glicoprotei- 
ne, proteogliglica- 
ni, lipidi 


Idrossiapatite, 2 
Fosfato di calcio 


2,00-2,30 - 

Pressoché nulla Fibroblasti, fibrociti, 
istiociti,macrofagi, 
linfociti, plasmacellule 
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sintesi 
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Proteoglicani - Struttura e funzioni - Metabolismo dei proteoglicani: biosin- 
tesi, catabolismo 

L’elastina 

La laminina 

Proteine adesive specializzate 

La lamina basale 

Degradazione della matrice extracellulare 

Metalloproteasi (MMP): collagenasi, gelatinasi, stromelisine, MMP di mem- 
brana, matrilisine, controllo della sintesi delle MMP, attivazione locale delle 
MMP, secrezione di inibitori delle MMP 

Serina proteasi 





INTRODUZIONE 


Le cellule non sono gli unici costituenti dei nostri tessuti, poiché si trovano immer- 
se in una matrice extracellulare che le circonda, riempie gli spazi fra di loro e le man- 
tiene unite, contribuendo a determinare la forma e le funzioni dei tessuti stessi. 

Il volume occupato dalla matrice extracellulare è variabile, a volte scarso, come ne- 
gli organi parenchimatosi quali il fegato (Fig. 33.1a), a volte invece molto consisten- 
te e maggiore di quello rappresentato dalle cellule che avvolge, come nel caso dei tes- 
suti connettivi, quali le ossa, le cartilagini, i tendini e lo strato dermico della pelle (Fig. 
331 bb, 

La matrice extracellulare non è una semplice impalcatura passiva, che fornisce so- 
lo un supporto fisico, ma svolge un ruolo importante nella regolazione di molti pro- 
cessi fisiologici e patologici delle cellule con cui è in contatto, influenzandone, fra 
l’altro, la sopravvivenza, lo sviluppo, la proliferazione, il differenziamento, l’adesio- 
ne e la capacità di migrazione. 

È una struttura molto organizzata, la cui rete macromolecolare è composta da tre 
classi principali di biomolecole: 1) proteine strutturali, quali i collageni, l’elastina e 
la laminina; 2) proteoglicani e acido ialuronico; 3) proteine adesive specializzate, 
quali la fibronectina, che contiene domini in grado di interagire in modo specifico con 
le integrine, proteine integrali di membrana, che legano anche componenti del cito- 
scheletro. 
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a) Parenchima epatico: le cellule sono separate da una 


matrice extracellulare molto scarsa e appaiono quasi a 


diretto contatto fra di loro. 


b) Due condrociti separati da un'abbondante matrice ex- 
tracellulare. 


Figura 33.1 Microfotografie al TEM (microscopio elettronico a trasmissione) di cellule epatiche (a) 
e di due condrociti (b) (rese cortesemente disponibili dai Prof.ri C. Dell'Orbo e D. Quacci, Varese) 


La matrice extracellulare costituisce anche le /a- 
mine basali (0 membrane basali), strutture lamina- 
ri, flessibili e resistenti, che sostengono gli epiteli e 
li separano dal territorio dei tessuti connettivi. 


LA COMPOSIZIONE DELLA 
MATRICE EXTRACELLULARE 


Proteine strutturali 


Il collagene 


Il termine “collagene” indica una famiglia di 
proteine fibrose, sintetizzate da diversi tipi cellula- 
ri, ma soprattutto da fibroblasti, cellule epiteliali e 


cellule muscolari. È presente in tutti gli organismi 
pluricellulari ed è la proteina più abbondante dei 
tessuti dei mammiferi, costituendo circa un quarto 
delle loro proteine totali. 

Nei tessuti dell’organismo umano sono stati 
identificati almeno 27 tipi diversi di collagene, co- 
stituiti da più di 30 differenti catene polipeptidiche, 
ciascuna codificata da un diverso gene. L’inse- 
rimento di una molecola nella famiglia dei collage- 
ni richiede che essa contenga tre catene polipeptidi- 
che, avvolte almeno per un tratto a tripla elica. | 
domini a tripla elica possono essere lunghi e larga- 
mente prevalenti o brevi e rappresentare solo una 
componente minoritaria della struttura complessi- 
va. 

I diversi tipi di collagene possono essere distinti 
in: collageni fibrillari, e collageni non fibrillari. 
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Collageni fibrillari 


I collageni fibrillari (tipo I, II, III, V, XI, XXIV, 
XXVII) si organizzano nella matrice in grandi fibre 
insolubili e la struttura a tripla elica si estende per 
quasi tutta la loro molecola. Il più importante è il 
collagene tipo I, che è la proteina più abbondante 
dei mammiferi e rappresenta il componente mag- 
giore dei loro tessuti connettivi. 

La sua molecola matura è costituita da una lun- 
ga struttura rigida a tripla elica con la forma di un 
bastoncino, lungo circa 300 nm e del diametro di 
1.4 nm ed è costituita da tre catene polipeptidiche, 
due 0.1(1) ed una &.2(1), per un totale di circa 1000 
aminoacidi, disposti secondo la sequenza periodica 
[Gly-X-Y], dove X è spesso prolina e Y idrossipro- 
lina. Ciascuna delle tre catene assume una struttura 
ad elica sinistrorsa e si avvolge con le altre due per 
formare la tripla elica (Fig. 33.2 a e Db). 


La presenza periodica di un residuo di glicina 
(l’aminoacido con il più piccolo radicale laterale) 
ogni tre posizioni è indispensabile per la stabilità 
della tripla elica. Ciascuna catena ha infatti tre resi 
dui per ogni spira e, pertanto, ogni tre posizioni si 
ha il punto di massimo avvicinamento con le altre 
due catene: solo la presenza di un residuo di glicina 
in questa posizione permette, grazie al suo ingom- 
bro ridotto, di avvicinare il più possibile le tre eli- 
che, compattando la struttura definitiva. (Fig. 
33.20). 

I residui di prolina e di idrossiprolina conferi- 
scono con 1 loro gruppi pirrolici rigidità alla struttu- 
ra. La presenza dell’idrossiprolina è dovuta ad una 
idrossilazione co-traduzionale di residui di prolina, 
già inseriti nella catena polipeptidica, catalizzata 
dall’enzima prolil-idrossilasi, che richiede acido 
ascorbico (vit. C) e acido alfa-chetoglutarico: 





Figura 33.2 Organizzazione strutturale del tropocollagene. (a) La molecola del tropocollagene; (b) 
le tre catene polipeptidiche che lo compongono e (c) sezione trasversale della tripla elica, che mo» 
stra i residui di glicina che guardano verso il centro della tripla elica permettendo il massimo av- 


vicinamento 
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Questa reazione è importante per conferire al 
collagene stabilità termica: in carenza di acido 
ascorbico, il collagene non viene idrossilato in mo- 
do sufficiente, è meno stabile alla temperatura cor- 
porea, forma fibre in modo non appropriato e que- 
sto provoca le lesioni della pelle e dei vasi sangui- 
gni, che sono i sintomi tipici dello scorbuto. 

Anche 1 residui di lisina presenti nella posizione 
Y possono essere idrossilati, grazie ad una reazione 
co-traduzionale catalizzata dall’enzima /isi/-idros- 
silasi, vit. C dipendente. Alcuni di questi residui di 
idrossilisina possono poi essere glicosilati, per ag- 
giunta di galattosio o di galattosio-glucosio, legati 
con un legame O-glicosidico specifico del collage- 
ne. Il ruolo biologico di tali zuccheri, presenti solo 
nei domini della molecola non organizzati a tripla 
elica, è ancora incerto. 
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Queste reazioni di idrossilazione e di glicosila- 
zione sono solo le prime di una serie di reazioni co- 
traduzionali e post-traduzionali che il collagene 
subisce prima di organizzarsi nella matrice extra- 
cellulare in forma di fibre mature. 

La sintesi del collagene (Fig. 33.3) inizia sui ribo- 
somi sotto forma di pre-procollagene, un precursore 
che contiene una sequenza segnale idrofobica, che 
aiuta i ribosomi a legarsi al reticolo endoplasmatico 
e che guida il peptide in crescita all’interno del suo 
lume. Qui la sintesi viene completata e la sequenza 
segnale idrofobica viene rimossa da una reazione 
proteolitica, originando il pro-collagene. Anche le 
reazioni di idrossilazione e di glicosilazione avven- 
gono in questo compartimento subcellulare, mentre 
la sintesi del procollagene viene completata. 

Il pro-collagene, rispetto alla molecola matura, 
contiene estensioni non organizzate a tripla elica 
(dette propeptidi) di 20-35 kDa alle estremità ami- 
no- e carbossi-terminale delle tre catene polipepti- 
diche. Entrambi i polipeptidi contengono residui di 
cisteina, che permettono la formazione di ponti di- 
solfuro (sia intra- che inter-catena nel caso dei pro- 
peptidi carbossiterminali, solo intracatena nel caso 
di quelli ammino-terminali), essenziali perché le tre 
catene si allineino in modo corretto per formare la 
tripla elica. Una volta che la tripla elica si è forma- 
ta, in modo spontaneo e con un meccanismo di au- 
to-assemblaggio, non sono più possibili ulteriori 
reazioni di idrossilazione o glicosilazione. 

Il procollagene viene quindi trasportato dal reti- 
colo endoplasmatico rugoso all’apparato del Golgi, 
per essere poi esportato per esocitosi nella matrice 
extracellulare mediante vescicole secretorie. 
Durante questo processo, all’interno di cripte o pie- 
ghe della membrana cellulare, i propetidi N- e C- 
terminali vengono rimossi da specifiche proteasi 
(pro-collagene peptidasi), originando le molecole 
mature di tropocollagene, che si organizzano spon- 
taneamente in fibre di collagene insolubile. 

Il “razionale” di questa strategia, che prevede la 
sintesi di un precursore notevolmente più grande 
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Figura 33.3 Tappe co-traduzionali e post-traduzionali nella sintesi del collagene tipo I 





la 


Nel reticolo endoplasmatico rugoso il mRNA viene tradotto nelle catene polipeptidiche prepro-0.]1 e prepro-a2, 
che protrudono nel suo lume, dove la sequenza segnale viene rimossa. Durante la sintesi delle catene alcuni resi- 
dui di prolina e di lisina vengono idrossilati. 

Alcuni residui di idrossilisina vengono glicosilati con galattosio (monoglicoside) o galattosio e glucosio (diglicosi- 


Nei propeptidi C-terminali si formano ponti disolfuro intra- e inter-catena, (indicati come Mche legano in modo 
covalente queste estremità. Le tre catene polipeptidiche cominciano ad avvolgersi nella struttura a tripla elica. 
Durante o immediatamente dopo il processo di esocitosi, il pro-collagene viene attaccato dalla procollagene pep- 


Le unità di tropocollagene si organizzano spontaneamente in fibrille, sfalsandosi di un quarto della loro lunghez- 


Z. 
de). 
LA 
4. Formazione della molecola di pro-collagene. 
5. Il pro-collagene raggiunge e abbandona l'apparato del Golgi mediante vescicole di secrezione. 
6. 
tidasi, che stacca i propeptidi C- e N-terminali e origina il tropocollagene. 
f, 
za. 
8. 


Le diverse unità vengono unite in modo covalente tramite cross-links covalenti intra- e inter-molecolari e la fibra 
collagene è ora completata nella matrice extracellulare. 


del prodotto desiderato ed il suo completamento al 
di fuori della cellula, è quello di impedire l’autoas- 
semblaggio delle molecole di tropocollagene all’in- 
terno della cellula stessa, evitandone una deforma- 
zione fisica che potrebbe essere catastrofica. 

Tutti i tipi di collagene che formano fibre sl or- 
ganizzano nella matrice extracellulare per una asso- 
ciazione laterale delle loro subunità di tropocollage- 
ne, che hanno una spiccata tendenza all’autoassem- 
bleggio, grazie alla loro scarsa solubilità, che è più 
di mille volte inferiore a quella del pro-collagene e 
che favorisce la formazione delle fibre. 

L’allineamento avviene con una sfalsatura di un 
quarto della loro lunghezza, che evita la presenza 
nella fibra di punti di minore resistenza contro for- 
ze che agiscano ortogonalmente, garantendo che a 
queste si oppongano sempre legami covalenti. Le 


caratteristiche striature trasversali, che il microsco- 
pio elettronico permette di rilevare sulle fibre ogni 
67 nm, riflettono questo compattamento regolar- 
mente sfalsato. 

L’inizio della formazione delle fibre avviene vi- 
cino alla superficie della cellula, spesso in profonde 
ripiegature della membrana formate dalla fusione 
con vescicole di secrezione, ed è probabile che il 
sottostante citoscheletro possa influenzare 1 siti, la 
velocità e l’orientamento dell’assemblaggio delle 
fibre. 

Le fibre vengono ulteriormente stabilizzate dal- 
la formazione di legami crociati covalenti, basati 
sulla reattività di gruppi aldeidici originati dall’a- 
zione dell’enzima lisil-ossidasi, che deamina in mo- 
do ossidativo il gruppo amminico della catena late- 
rale di alcuni residui di lisina e idrossilisina. Questi 
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derivati aldeidici (allisina e idrossiallisina) sono al- 
tamente reattivi e formano derivati per condensa- 
zione aldolica con gruppi aldeidici vicinali, forman- 
do legami crociati all’interno di una tripla elica o 
fra triple eliche diverse. I gruppi aldeidici possono 
reagire anche con gruppi amminici di catene latera- 
li di lisina e idrossilisina, formando altri legami co- 
valenti crociati. I prodotti di queste reazioni posso- 
no poi subire riarrangiamenti, essere ridotti o dei- 
dratati per formare legami crociati stabili, del tipo 
lisinonorleucina. Legami crociati ancora più com- 
plessi possono legare fra loro anche 3 diverse cate- 
ne polipetidiche collageniche. La rappresentazione 
schematica dei legami crociati che stabilizzano la 
fibra collagene è riportata nella Fig. 33.4. 

A questo punto, le fibre di collagene maturo so- 
no In grado di svolgere perfettamente il loro compi- 
to, che è quello di conferire la massima resistenza 
alle forze tensive che agiscono sul tessuto. A dimo- 
strazione di questo, si noti che il collagene del ten- 
dine di Achille è particolarmente ricco di legami 
crociati. 


Collageni non fibrillari 


I collageni non fibrillari sono caratterizzati da 


interruzioni della tripla elica, con segmenti della 
proteina che sono privi della tripletta ripetitiva 
[Gly-X-Y] e che determinano la comparsa di domi- 
ni con struttura globulare ed una conseguente mag- 
giore flessibilità della molecola rispetto ai collage- 
ni fibrillari. Inoltre, i collageni non fibrillari man- 
tengono i loro propeptidi, che non vengono tagliati 
da proteasi dopo la loro secrezione. 

I collageni non fibrillari svolgono diverse fun- 
zioni biologiche, che devono essere ancora definite 
nei dettagli, e possono essere suddivisi in: 

— collageni che formano reticoli (tipo IV, VIII, X). 
Il più importante è il tipo IV, il principale costituen- 
te delle membrane basali, nelle quali è organizzato 
in una struttura reticolare a maglie flessibili; 

— collageni associati alla superficie di fibrille 
(FACIT, Fibril-Associated Collagens with 
Interrupted Triple Elix) tipo IX, XII, XIV, XXI, 
XXII), che, pur non formando fibrille, si associa- 
no alla superficie di altre fibre collagene, contri- 
buendo a legarle fra di loro e con altri componen- 
ti della matrice extracellulare; 

— collageni che costituiscono proteine transmem- 
brana (tipo XIII, XVII, XXIII) e rappresentano ele- 
menti con i quali la cellula si lega a componenti del- 
la matrice extracellulare dei connettivi circostanti. 
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Figura 33.4 Rappresentazione schematica dei le 


gami crociati che stabilizzano la fibra collagene. 


Esempi di legami crociati fra due fibre (a, b) e fra tre fibre (c) R) può essere un atomo di idroge- 


no o un'unità saccaridica 
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— collageni che formano fibrille di ancoraggio (ti- 
po VII), strutture specializzate che aiutano l’attac- 
co di membrane basali di epiteli pluristratificati al 
tessuto connettivo sottostante e sono quindi ab- 
bondanti nella pelle; 

— collageni che, per taglio proteolitico, possono 
formare endostatina (tipo XV, XVIII), molecola 
che è in grado di bloccare l’angiogenesi (forma- 
zione di nuovi vasi sanguigni), inibendo la migra- 
zione delle cellule endoteliali; 

— collageni che formano filamenti “a collana di 
perle”, come il tipo VI, che forma microfibrille 
con domini globulari, associate al collagene tipo I. 

La Tabella 33-I riporta alcuni dei diversi tipi di 
collagene e la loro localizzazione tessutale. 


Turnover del collagene 


Nei tessuti degli animali adulti, il collagene ha un 
turnover molto lento, dell’ordine di mesi o di anni a 
seconda del tessuto. Invece, in quelli embrionali, fe- 
tali e in fase di rigenerazione il suo ricambio diven- 
ta molto più rapido, grazie all’attivazione di co/lage- 
nasi tessutali, che sono in grado di degradarlo in 
modo specifico. Questo si verifica ad es. nell’utero, 
dopo una gravidanza, e nel callo osseo, durante il 
processo di riparazione di una frattura, indicando 
che queste proteasi specifiche devono essere con- 
trollate in modo efficiente sia come livello sia come 
temporalizzazione della loro attività nel tempo. 

La degradazione delle unità di collagene di tipo 
I presenti nell’osso può essere attualmente valutata 
rivelando con anticorpi specifici una piccola parte 
non a tripla elica delle sue estremità, in particolare 
quella N-terminale, che contiene anche un cross- 
link di tipo piridinolinico. Questo “N-telopeptide” 
rappresenta quindi un buon marker di riassorbimen- 
to osseo. 

Collagenasi sono anche prodotte da microrgani- 
smi patogeni, come il Clostridium histolyticum, che 
provoca la gangrena gassosa, facendosi strada nei 
tessuti dell’ospite grazie alla demolizione delle bar- 
riere difensive del suo connettivo. I batteri non con- 
tengono collagene e non vengono quindi attaccati 
dall’enzima degradativo che producono. 

Altri dettagli sulla chimica e il metabolismo del 
collagene si trovano nei Capitoli “Proteine” e 
“Metabolismo delle proteine”. 


PATOLOGIE LEGATE AD 
ALTERAZIONI DELLA BIOSINTESI 
DEL COLLAGENE 


Il numero elevato di geni (più di 30), che codifi- 


Tabella 33.I 


Alcuni dei diversi tipi di collagene, con la loro struttu 
ra e localizzazione. 














‘Tipo di | 
| Struttura 
collagene | Localizzazione 
|} fibrille pelle, tendine, osso, 
| cornea 
Il fibrille cartilagine, umor vi 
treo 
Ill fibrille | pelle, muscolo 
IV | reticolare i membrane basali 
VI imicrofibrille,|si associa con il tipo | 
con domini glo-|in molti tessuti intersti- 
bulari terminali |ziali 
VII fibrille di anco-|cellule epiteliali, giun- 
| raggio zione derma-epider- 
| mide 
VIII reticolare cornea, cellule endo- | 
teliali | 
IX FACIT associato al tipo Il 
X reticolare cartilagine di accresci- 
| mento 
XI piccole fibrille |cartilagine, umor vi- | 
| | treo 
(XII FACIT interagisce con tipo l e 
| i Il nei tessuti molli 
(XIII trans membrana | cellule epiteliali 
XIV FACIT | tessuti molli 
XV forma endostati- | cellule endoteliali 
| | na | 
XVII 'transmembrana | cellule epidermiche 
XVIII ‘forma endostati- | cellule endoteliali 
na 
XXI FACIT cuore, muscolo sche- | 
| | letrico, stomaco, rene, | 
placenta 
XXII FACIT giunzioni cellulari 
XXIII ‘transmembrana |polmone, pelle, cor- 
| nea, cervello, rene, 
| tendine 





cano per le diverse proteine collageniche e per quel- 
le enzimatiche, che catalizzano i numerosi passaggi 
co- e post-traduzionali previsti dalla biosintesi del. 
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la molecola, giustificano la comparsa di numerose 
forme morbose, dovute a mutazioni a carico dei ge- 
ni che codificano sia le proteine collageniche sia le 
proteine enzimatiche coinvolte nel loro metaboli- 
smo. 

Mutazioni dei geni che codificano per le catene 
pro-c.1(1)(COLIA1) e pro-02(1)(COL1A2) sono 
responsabili di più del 90% dei casi di Osteogenesis 
imperfecta, malattia caratterizzata da una estrema 
fragilità ossea, che non permette in certi casi nem- 
meno la sopravvivenza (è nota anche come “malat- 
tia dalle ossa fragili”), pelle sottile, dentatura anor- 
male e tendini poco resistenti. Altre mutazioni coin- 
volgono i processi di maturazione del mRNA, pro- 
vocando nella maggior parte dei casi una sostituzio- 
ne di residui di glicina, presenti nei tratti periodici 
[Gly-X-Y], con quelli di altri aminoacidi più in- 
gombranti, che impediscono la corretta formazione 
della tripla elica. Queste mutazioni provocano di 
solito una riduzione dell’espressione delle moleco- 
le collageniche o la produzione di catene pro-0 con 
alterazioni strutturali, che portano alla formazione 
di fibrille anomale e ad un indebolimento della 
struttura ossea, dove l’espressione del collagene ti- 
po I è predominante. 

Mutazioni a carico del gene che codifica per le 
pro-catene del collagene tipo II, caratteristico della 
cartilagine, sono responsabili della maggior parte 
delle condrodisplasie, che colpiscono in particolare 
questo tessuto, provocando una forma di nanismo e 
deformità scheletriche. 

Alterazioni genetiche che si ripercuotono sul 
collagene tipo IV provocano alterazioni strutturali e 
funzionali della lamina basale. La sindrome di 
Alport è dovuta a queste mutazioni, sia autosomi- 
che sia legate al cromosoma X, e si manifesta con 
danno renale, che può condurre anche alla sua com- 
pleta insufficienza funzionale. 

Alterazioni di alcune delle tappe post-traduzio- 
nali della biosintesi del collagene sono responsabili 
della sindrome di Ehlers-Danlos, che si presenta in 
diverse forme, caratterizzate soprattutto da iper- 
estensibilità della cute, abnorme fragilità tessutale e 
aumentata mobilità articolare. I pazienti affetti dal- 
la forma IV, che provoca alterazioni a carico del 
collagene tipo III, possono subire rotture delle pare- 
ti delle arterie o dell’intestino, mentre quelli affetti 
dalla forma VI (difetto della lisil-idrossilasi) e dalla 
forma VII (difetto della pro-collagene N-peptidasi) 
presentano una ipermobilità articolare particolar- 
mente marcata. Molti degli “uomini di gomma”, 
che lavorano come artisti circensi, sono affetti da 
una di queste sindromi. 

Alterazioni a carico del collagene possono com- 
parire anche se l’espressione dei geni che codifica- 


no per le proteine collageniche e per le proteine en- 
zimatiche coinvolte nel loro metabolismo è del tut- 
to corretta. Tale eventualità si verifica nello scorbu- 
to, malattia conosciuta da secoli, che colpisce sog- 
getti che non si nutrono per lungo tempo di cibi fre- 
schi, come avveniva un tempo nei lunghi viaggi per 
mare. Lo scorbuto è dovuto ad una carenza di vit.C, 
che impedisce il normale funzionalmento della pro- 
lil- e della lisil-idrossilasi. In particolare, la riduzio- 
ne del contenuto di idrossiprolina riduce la stabilità 
termica del collagene, provocando, fra l’altro, fragi- 
lità dei piccoli vasi, con sanguinamento alle gengi- 
ve ed emorragie sottocutanee, anemia e debolezza 
muscolare. 

L’ingestione prolungata di semi del pisello odo- 
roso, che contiene }-amminopropionitrile, 


N=C-CH,- CH; -NH*; 


un inibitore irreversibile della lisil-ossidasi, provo- 
ca un blocco della formazione dei legami covalenti 
crociati che stabilizzano le fibre collagene, con la 
comparsa del /arirismo, malattia che compare più di 
frequente nei maiali e nei conigli e che è caratteriz- 
zata da deformità vertebrali, lussazioni articolari, 
demineralizzazione ossea, aneurismi aortici ed 
emorragie articolari. 


I PROTEOGLICANI E L’ACIDO 
IALURONICO 


Le proteine strutturali della matrice extracellula- 
re sono immerse in una sorta di gel costituto da pro- 
teoglicani e acido ialuronico. I proteoglicani sono 
molecole complesse, formate da una o più catene 
polisaccaridiche (i glicosamminoglicani) legate in 
modo covalente ad un “core” proteico e presenti an- 
che nelle lamine basali e sulla superficie cellulare. 
L'acido ialuronico è il più semplice dei glicosam- 
minoglicani (GAG) e non è legato in modo covalen- 
te ad un “core” proteico. 


Glicosamminoglicani: struttura e 
biosintesi 


I glicosamminoglicani sono eteropolisaccaridi 
strutturali formati da unità disaccaridiche ripetitive, 
diverse in ogni tipo di GAG, ma costituite sempre 
da un residuo di esosamina (il che giustifica il no- 
me di glicosamminoglicano) e da un residuo di aci- 
do uronico, con l’eccezione del cheratansolfato, che 
contiene invece D-galattosio. Le esosammine pos- 
sono essere D-glucosammina o D-galattosammina, 
presenti in forma N-acetilata o N-solfata. 
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Figura 33.5 Le unità disaccaridiche ripetitive dei glicosamminoglicani 


GICUA: acido D-glucuronico; IdUA: acido L-iduronico; GlcNAc: N-acetil-glucosammina; GlcNS: N-solfo-glucosam- 
mina; GalNAc: N-acetil-galattosammina; Gal: galattosio; n: numero di unità disaccaridiche che costituiscono la ca- 
tena; * posizioni a cui si possono legare radicali solfato; * * il legame è alfa-glicosidico, poiché il cambio della con- 
figurazione del carbonio in C5 trasforma il D-GIcUA in L-IdUA. 

Il dermatansolfato deriva da catene di condroitinsolfato, che hanno subito, durante la loro sintesi, reazioni di epime- 
rizzazione di D-GICUA in L-IdUA e ulteriori solfatazioni in C2 di L-IAUA e sul gruppo amminico di GalNHy; eparan- 
solfato ed eparina derivano da un precursore comune, costituito da D-GIcUA e GlcNAc, che subisce, durante la sua 
sintesi, reazioni di epimerizzazione di D-GIcUA in L-IdUA e ulteriori solfatazioni in C2 di L-IBUA e sul gruppo aminico 
di GlcNAc. Queste modificazioni sono molto più estese nella catena dell’eparina. 


L’acido uronico è rappresentato dall’acido D- 
glucuronico o dall’acido L-iduronico, che si forma 
grazie ad una reazione enzimatica di epimerizzazio- 
ne in C-5 dell’acido glucuronico dopo che questo è 
stato inserito nella catena polisaccaridica. Con l’ec- 
cezione dell’acido ialuronico, tutti i GAG conten- 
gono gruppi solfato, che, assieme ai gruppi carbos- 
silici dissociati degli acidi uronici, li rendono le mo- 
lecole più anioniche prodotte dalle cellule animali. 

Tenendo conto dei monosaccaridi costituenti, 
del tipo di legame fra di essi e del numero e della 
posizione dei gruppi solfato, si distinguono 4 grup- 
pi fondamentali di GAG (Fig. 33.5): acido ialuroni- 


co 0 ialuronano, condrotin solfato e dermatan sol- 


fato,eparina ed eparan solfato, cheratan solfato. 


Le caratteristiche strutturali delle catene polisac- 
caridiche dei GAG (lunghe, costituite anche da più 
di 100 residui monosaccaridici, lineari, ripetitive) 
permettono di distinguere facilmente i proteoglica- 
ni dalle glicoproteine, la cui parte glucidica è infat- 
ti relativamente corta (1-20 residui), ramificata e 
senza un ordine ripetitivo. 

Eccettuato l’acido ialuronico, come sopra già ri- 
cordato, tutti gli altri GAG si legano in modo cova- 
lente ad un “core” proteico. Il cheratansolfato si le» 
ga con un legame di tipo N-glicosidico 0 O-glicosi» 
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Figura 33.6 Rappresentazione schematica della struttura di un proteoglicano, visto lateralmente 
e dall'alto, che mostra la sua forma a “scovolino” e, amplificata, la zona di legame 





dico, mentre tutti gli altri utilizzano lo stesso sche- 
ma di legame, che coinvolge un residuo di serina o 
treonina del “core” proteico ed un trisaccaride spe- 
cifico (xi/osio-galattosio-galattosio), al quale fa se- 
guito la porzione ripetitiva della catena polisaccari- 
dica. Lo xilosio si lega al residuo serina/treonina e 
al galattosio terminale si lega il primo componente 
dell’unità disaccaridica ripetitiva (Fig. 33.6). 

I processi di biosintesi dei glicosamminoglicani 
sono riportati in dettaglio nel capitolo “Meta- 
bolismo dei glicoconiugati”. 


ACIDO IALURONICO 


L’acido ialuronico, o ialuronano, è un polime- 
ro di grandi dimensioni, che gli conferiscono pro- 
prietà molto particolari dal punto di vista biomecca- 
nico. Le unità disaccaridiche che compongono la 
sua catena possono infatti arrivare a 25.000 ed il 
suo peso molecolare anche a 8-10 milioni di Dalton. 
La sua catena è strutturalmente più semplice rispet- 
to agli altri GAG: infatti non è solforato, non con- 
tiene residui di acido iduronico e non è legato cova- 
lentemente a proteine. Il nome ialuronano deriva 
dal fatto che lo scopritore, Carl Mayer, lo estrasse 
dalla sostanza ialoidea del corpo vitreo dell’occhio, 
che è costituita quasi esclusivamente da questo po- 
limero, il quale le conferisce un aspetto di gel. 

Un uomo di 70 kg di peso contiene circa 15 
grammi di ialuronano, presente in quasi tutti i tessu- 


ti in concentrazioni e dimensioni variabili: il 50% è 
contenuto nella pelle, in particolare nel derma dove 
raggiunge 7-8 g in totale, ma è molto abbondante 
anche nel liquido sinoviale, che rende notevolmen- 
te viscoso e al quale permette di svolgere un’effica- 
ce funzione lubrificante, aiutando lo scorrimento 
dei capi articolari. Nella cartilagine ialina l’acido 
ialuronico svolge un’importante funzione struttura- 
le, agendo come organizzatore e ordinatore dei pro- 
teoglicani presenti nella sua matrice extracellulare. 
In questa sede esso interagisce grazie ad una protei- 
na specifica (HABP, Hyaluronic Acid Binding 
Protein) con centinaia di molecole di aggrecano, 
costituendo strutture enormi, in grado di trattenere 
per la loro idrofilia notevoli quantità d’acqua e di 
determinare il comportamento elastico della cartila- 
gine articolare in risposta agli stimoli compressivi. 

In generale lo ialuronano è particolarmente ab- 
bondante nei tessuti in fase di differenziamento e 
quindi nei tessuti fetali, come nella gelatina di 
Wharton del cordone ombelicale. Anche nel cervel- 
lo di ratti neonati la concentrazione di ialuronano è 
molto più alta che nel cervello di ratti adulti, sugge- 
rendo che tale polimero abbia un ruolo anche nello 
sviluppo cerebrale. 

A differenza degli altri glicosaminoglicani che 
sono sintetizzati nell’apparato del Golgi, lo ial/uro- 
nano è sintetizzato sulla membrana cellulare ed è 
estruso all’esterno della cellula man mano che vie- 
ne assemblato. Gli enzimi deputati alla sua sintesi 
sono tre, detti acido ialuronico sintasi (HAS) 1, 2 e 


3 (ciascuno contenente attività B-glucuronil-tran- 
sferasica e B-N-acetilglucosamminil-transferasica), 
che inseriscono sulla catena nascente un monosac- 
caride per volta, prelevandolo dai precursori pre- 
senti nel citoplasma, (UDP-acido glicuronico e 
UDP-N-acetilglucosammina). Non è chiaro come 
sia regolata la lunghezza della sua catena, tuttavia si 
ritiene che ognuno dei tre enzimi di sintesi sulla 
membrana sia attivo in una particolare fase dello 
sviluppo cellulare e produca un polimero di dimen- 
sioni definite. In particolare la HAS1 sembra attiva 
nella fase embrionale dei mammiferi, mentre la 2 e 
la 3 sono le più rappresentate nella fase adulta, ove 
la 2 è la più comune nei tessuti. Il turnover dello ia- 
luronano è molto alto, in particolare nella pelle, do- 
Ve è completamente rinnovato in 48 ore. È noto an- 
che che l’esposizione ai raggi UVB riduce ulterior- 
mente la sua emivita. La degradazione dello ialuro- 
nano è operata nei mammiferi da enzimi idrolitici 
detti ia/uronidasi, che nell’uomo sono codificati da 
sei geni diversi di cui solo 5 espressi a livello pro- 
teico. 

Le funzioni biologiche dello ialuronano sono 
molteplici, alcune legate alla sua enorme dimensio- 
ne e alla sua capacità di legare acqua (Fig. 33.7). 
Queste proprietà gli consentono di agire come una 
molecola di “riempimento”, in grado di trattenere 
acqua e soluti e di conferire al tessuto una struttura 
“morbida”, che prepara lo spazio per una successi- 
va migrazione cellulare, come avviene nello svilup- 
po dei setti cardiaci e delle valvole, nei quali la pre- 
senza di ialuronano prepara lo spazio subepiteliale 
per la migrazione di cellule specializzate. È impor- 
tante notare che non sono note patologie dovute al- 
la mancanza di ialuronano: infatti topi knock-out 
per gli enzimi che sintetizzano questo polimero non 
SI sviluppano, poiché l’assenza dello sviluppo car- 
diaco è un evento precoce e letale per l’embrione. 

È stato anche dimostrato che l’acido ialuronico è 
coinvolto in importanti funzioni cellulari, come la 
migrazione e la proliferazione cellulare, grazie alla 
scoperta di numerosi recettori di membrana specifi- 
ci per questo polimero, tra cui i più importanti sono 
il CD44 e il RHAMM. L'interazione dello ialurona- 
no col suo recettore, è seguita dalla associazione 
sulla membrana cellulare di più recettori (c/asteriz- 
zazione). Ciò innesca una cascata di segnalazioni 
intracellulari che costituisce la trasmissione del se- 
gnale ialuronano dipendente. Di grande importanza 
sembra essere anche il ruolo biologico dei fram- 
menti di acido ialuronico nei tessuti. Si è infatti no- 
tato che questi oligomeri inducono /’infiammazio- 
ne, attraverso recettori specifici presenti sui mono- 
citi e sui macrofagi, e l’angiogenesi, agendo su cel- 
lule endoteliali. Questi aspetti sono di notevole in- 
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teresse, tenendo conto che l’acido ialuronico è ab- 
bondante attorno ai tumori solidi ad alta malignità e 
che le cellule tumorali mostrano una elevata attivi- 
tà laluronidasica. 

A differenza degli altri GAG, l’acido ialuronico 
è sintetizzato anche da alcuni batteri, in particolare 
dagli Streptococchi A e si ritiene che la loro virulen- 
za e resistenza alla terapia antibiotica sia proprio 
dovuta alla capacità di tali batteri di sintetizzare una 
barriera di acido ialuronico, che li isola dall’am- 
biente esterno. 
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L'uso clinico di acido ialuronico è da anni diffu- 
so specialmente in chirurgia oftalmica, in dermato- 
logia e nella terapia di viscosupplementazione arti- 
colare ottenuta mediante iniezioni di acido ialuroni- 
co purificato nelle articolazioni. Numerose sono 
inoltre le applicazioni in chirurgia estetica ove tale 
polimero ha sostituito il silicone nel trattamento an- 
ti-invecchiamento della pelle. 

Di recente l’uso di ialuronano e stato introdotto 
nella medicina rigenerativa, come supporto per la 
terapia cellulare e nel trattamento delle ulcere cro- 
niche degli arti inferiori. 


PROTEOGLICANI 


Struttura e funzioni 


I proteoglicani sono molto diversi per dimensio- 
ni e per struttura e questo indica che essi sono stati 
progettati per poter svolgere funzioni molto diversi- 
ficate. Le loro proprietà funzionali dipendono so- 
prattutto dal numero e dal tipo di catene di GAG 
che contengono ed in particolare dalle proprietà di 
omo- o co-polimeri di queste ultime. Le catene 
omo-polimeriche, come quelle del condroitinsolfa- 
to, sono costituite dal ripetersi regolare della mede- 
sima unità disaccaridica, che conferisce alla catena 
proprietà simili per tutta la sua lunghezza. 

Invece, la catene co-polimeriche, come quelle 
del dermatansolfato, dell’eparansolfato e dell’epari- 
na, sono costituite da unità disaccaridiche differen- 
ti, conseguenza di modificazioni provocate da spe- 
cifiche reazioni enzimatiche che agiscono su diver- 
si tratti della catena polisaccaridica già assemblata, 
facendone variare le proprietà. 

Esempi di queste reazioni sono: l’epimerizzazio- 
ne in C-5 dell’acido glucuronico, che trasforma ca- 
tene di condroitinsolfato in catene di dermatansol- 
fato, l’epimerizzazione in C-5 dell’acido glucuroni- 
co e l'ulteriore solfatazione della catena, che tra- 
sforma il prodotto iniziale di polimerizzazione in 
eparansolfato o in eparina (Fig. 33.8a). 

Come conseguenza, le catene dei GAG co-poli- 
merici (DS, HS) sono più varie, più ricche di “infor- 
mazioni” e di capacità di interazioni specifiche con 
altre molecole rispetto a quelle “monotone” dei 
GAG omo-polimerici (CS), destinati essenzialmen- 
te ad un ruolo inerte di riempimento (Fig. 33.8b). 

La grande differenza di struttura, dimensioni e 
funzioni dei proteoglicani rende difficile la loro 
classificazione, che potrebbe essere fatta conside- 
rando la loro localizzazione e le loro dimensioni 
(Tabella 33.II). 


Tabella 33.II 


Classificazione dei principali proteoglicani sulla base 
della loro localizzazione e delle loro dimensioni. 


Proteoglicani della matrice extra-cellulare 





Proteoglicani della superficie cellulare 
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Le funzioni dei proteoglicani dipendono ovvia- 
mente dalla loro struttura. Nel caso dei proteoglica- 
ni di grandi dimensioni della matrice extracellula- 
re, come l’aggrecano della cartilagine, le numerose 
catene omo-polimeriche di condroitinsolfato e che- 
ratansolfato legate al “core” proteico (più di 100 nel 
caso delle singole subunità dell’aggrecano) rappre- 
sentano la parte prevalente della macromolecola e 
ne determinano le funzioni di supporto strutturale. 
Molte di queste subunità si associano nella matrice 
extracellulare interagendo con l’acido ialuronico 
non in modo covalente, ma sfruttando le proprietà 
di proteine che lo legano in modo specifico (HABP 
Hyaluronic Acid Binding Protein). Si viene così a 
formare un aggregato di dimensioni enormi, del pe- 
so molecolare di molti milioni di kDa e capace di 
occupare un volume paragonabile a quello di un 
batterio (Fig. 33.9a). 

Le numerosissime cariche negative delle catene 
dei suoi GAG /egano una enorme quantità di con- 
troioni, che richiamano acqua nella matrice e ne de- 
terminano l'idratazione ed il turgore; si respingono 
fra di loro, obbligando le catene ad assumere una 
forma espansa, impedendo loro di avvicinarsi trop- 
po e permettendo così di costituire una sorta di ‘‘se- 
taccio”, che permette il passaggio attraverso le sue 
maglie alle sole molecole che abbiano dimensioni 
compatibili e favorendo nello stesso tempo le inte- 
razioni fra le macromolecole che ne vengono esclu- 


a 
A 
COOH so. CH, OH 
O 
O O O 
OH 






Dermatansolfato 


Prodotto iniziale di 
polimerizzazione 


O, 0 
o 


Proteoglicani ® 951 


B C00H 





6 










e) 
e” 


Eparina 





Eparansolfato 


() Acido iduronico O) Acido glucuronico O N-acetil-glucosammina O -SO,H O) N-acetil-galattosammina 





Figura 33.8 


Dermatansolfato, 
eparansolfato 


Condroitinsolfato 


se e 3 —“ a ilulltltX<o lt’ 9 rile ricci 
a. Modificazioni che trasformano (A) il condroitinsolfato in dermatansolfato e (B) il prodotto iniziale di polimerizzazio- 
ne in eparansolfato o in eparina, se le modificazioni sono in maggiore misura. 

b. Rappresentazione “musicale” di una catena di glicosamminoglicano co-polimerico (dermatansolfato, eparansolta- 


to) e di uno omo-polimerico (condroitinsolfato). 


Le catene dei glicosamminoglicani co-polimerici (dermatansolfato, eparansolfato) sono più ricche di “informazioni” 
delle catene dei glicosamminoglicani omo-polimerici (condroitinsolfato). Le catene omo-polimeriche sono destinate 
essenzialmente ad un ruolo inerte di “riempimento” e di idratazione. Le catene co-polimeriche posseggono invece spic- 


cate proprietà di interazioni con altre molecole. 


se; fornendo una spiccata resistenza alle forze com- 
pressive che agiscono sul tessuto (Fig. 33.9 b,c). 
Gli aggregati formano una matrice gelatinosa, 
che ingloba le fibre collagene e conferisce al tessu- 
to rigidità e stabilità, con caratteristiche viscoelasti- 
che che ricordano quelle del cemento armato: la 
plasticità e l'elasticità dei dischi intervertebrali attu- 
tiscono gli urti fra i corpi ossei e, dopo la compres- 
sione diurna, si espandono nuovamente durante il 
riposo notturno. La strategia costruttiva della carti- 


lagine è del resto analoga, poiché le fibre collagene 
(i “tondini di ferro”) sono immerse in uno strato 
amorfo di proteoglicani (‘il cemento”) (Fig. 33.10). 

Importanti funzioni strutturali vengono svolte 
anche dai piccoli proteoglicani della matrice extra- 
cellulare, quali la decorina, il biglicano, la fibromo- 
dulina e il lumicano, che per avere tutti una lunga 
sequenza di leucine nel core proteico sono anche 
detti SLRPs (Small Leucine Rich repeat 
Proteoglycans). La decorina, ad esempio, che è se- 
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Figura 33.9 


a. Visualizzazione al TEM di un aggregato di proteoglicano della cartilagine con ingrandimento di un monomero. b. Struttura 
schematica di un aggregato di proteoglicani della cartilagine con ingrandimento di un monomero. HABP: Hyaluronic Acid 
Binding Protein. c. “Resistenza” di una catena polianionica di glicosamminoglicano alle forze compressive. 

Le catene di condrotinsolfato sono indicate in rosso, quelle di cheratansolfato, che aumentano con l'età, in verde. 
L'esclusione dalle maglie del “setaccio” delle molecole di dimensioni troppo grandi, ne favorisce l'interazione. La re- 
pulsione fra le cariche negative delle catene dei glicosamminoglicani tende a mantenerle in una forma espansa, che 
si oppone alla loro compressione. 
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Figura 33.10. Rappresentazione schematica dei 
rapporti fra fibrille collagene e proteoglicani nel- 
N NP la matrice extracellulare della cartilagine 
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La distribuzione delle molecole nelle tre dimensioni della 
matrice garantisce resistenza alle forze tensive e a quelle 
compressive in qualunque direzione esse si esercitino. 
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Figura 33.11 Rappresentazione schematica (a) e visualizzazione al SEM (b) della decorina, picco- 
lo proteoglicano con una sola catena di DS legata al core proteico (resa cortesemente disponibile dal 


Prof. M. Raspanti, Varese) 





La decorina è associata con le fibrille di collagene (tipo | nel caso della figura) tramite il suo core proteico e “deco- 
ra” le fibrille di calibro maggiore. La catena di DS probabilmente mantiene la distanza tra le fibrille collagene (c). 


creta dai fibroblasti e possiede una sola catena di 
dermatansolfato, deve il suo nome al fatto di essere 
stata descritta come una sorta di decorazione pre- 
sente sulle fibre di collagene e la sua interazione 
sembra essere importante nel regolarne il corretto 
assemblaggio, influenzandone il diametro (Fig. 
33.11). Il suo core proteico è in grado di legare an- 
che il fattore di crescita trasformante (TGF), se- 
questrandolo nella matrice extracellulare e iniben- 
done l’attività, a dimostrazione che, accanto alle 
funzioni strutturali, i proteoglicani possono avere 
anche importanti funzioni regolative e “dinami- 
che”, legate alla loro capacità di interagire con mo- 
lecole secrete nell'ambiente extracellulare e coin- 
volte in processi biologici di grande rilievo. 

La capacità di legare in modo specifico altre mo- 
lecole è tipica in particolare dei proteoglicani con- 
tenenti catene co-polimeriche di eparan solfato 
(Fig. 33.12), che svolgono così un ruolo importante 
nei meccanismi di segnalazione chimica fra le cel- 
lule. Queste catene legano infatti diverse molecole 


secrete, come alcuni fattori di crescita e ne regola- 
no così la diffusione, il raggio di azione nella matri- 
ce extracellulare e l’attività. Solo dopo l’interazio- 
ne con catene di eparansolfato, i fattori di crescita 
dei fibroblasti (FGF) sono in grado di legarsi fra lo- 
ro, formando oligomeri che stimolano la prolifera- 
zione delle cellule bersaglio. Altri proteoglicani 
contenenti catene di eparansolfato e presenti sulla 
superficie cellulare, legano attrattori chemotattici 
come le chemochine, immobilizzandoli sulla super- 
ficie delle cellule endoteliali di vasi sanguigni nella 
sede di infiammazione e permettendo ad essi di sti- 
molare i globuli bianchi ad abbandonare 1l torrente 
circolatorio e a migrare nel tessuto infiammato. 
Questi proteoglicani legano anche altre proteine 
secrete, come enzimi proteolitici e inibitori delle 
proteasi, partecipando così anche al controllo della 
degradazione dei componenti della matrice. 
Proteoglicani contenenti eparansolfato sono re- 
sponsabili anche del legame della /ipoproteintipasi 
sulla superficie delle cellule endoteliali dei capilla 
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Figura 33.12 Rappresentazione schematica 
della capacità di diverse catene co-polimeriche 
di eparansolfato di legare in modo specifico dif- 
ferenti ligandi 


(runica acanto ani i iniziati 
Due tratti di catene di eparansolfato (HS1 e HS2), con di- 
verso contenuto di acido iduronico e di gruppi solfato, 
possono selezionare e legare in modo specifico differen- 
ti ligandi, che abbiano siti di legame complementari e 
compatibili con le loro caratteristiche strutturali (rispetti- 
vamente b e qa). 


HST 





ri e della conseguente delipidazione delle lipopro- 
teine ricche di trigliceridi (chilomicroni e VLDL). 
Molti proteoglicani sono localizzati nella mem- 
brana plasmatica: in alcuni casi il loro “core” pro- 
telco costituisce una proteina integrale della mem- 
brana stessa, mentre in altri esso è legato al doppio 
strato lipidico da un’ancora di glicosil-fosfatidil-ino- 
sitolo (Fig. 33.13). Le catene dei glicosamminogli- 


cani, in prevalenza eparansolfato, sono sempre 
©) Acido glucuronico ©) N-acetil-glucosammina orientate verso l’esterno della cellula e le proprietà 
di legame specifico di queste catene consentono lo- 
O -SO,H ro di interagire con molecole presenti nell’ambiente 
Acido iduronico i 
0) extracellulare che vengono a contatto con la cellula 
e di svolgere a volte la funzione di co-recettore. 

I proteoglicani meglio caratterizzati della mem- 
brana plasmatica sono i sindecani e i glipicani, sud- 
divisi rispettivamente in 4 e 5 tipi diversi. I sinde- 
cani sono presenti soprattutto nei fibroblasti e nelle 
cellule endoteliali ed epiteliali. Il loro core proteico 
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Figura 33.13 Il sindecano (a) e il glipicano (b) della superficie cellulare, con l'ingrandimento del- 
la zona di connessione fra core proteico e fosfatidil-inositolo 


Le catene di eparansolfato sono rivolte verso l'esterno della cellula. Le tirosine del dominio intracellulare del sindeca- 
no possono essere fosforilate e agire da sistema di trasduzione di segnali extracellulari verso l'interno della cellula. 


attraversa la membrana plasmatica e interagisce da 
un lato con le proteine del citoscheletro e dall’altro 
con proteine della matrice, come la fibronectina, 
modulando la risposta delle integrine di membrana. 
Per questo i sindecani sono coinvolti nei processi di 
adesione cellula-matrice e, del resto, il termine 
“sindecano” deriva dal verbo greco “syndein”, che 
significa “cucire insieme”. Il dominio intracellulare 
dei sindecani è ricco di tirosine fosforilabili ed è 
probabile che questo li coinvolga anche nei proces- 
si di trasmissione di segnali verso l’interno della 
cellula. 

Il sindecano può agire anche da co-recettore, co- 
me nel caso dell’FGF: la sua catena di HS lega più 
molecole di FGF e le presenta al recettore, che, le- 
gandole, dimerizza sulla superficie cellulare e atti- 
va la cascata del segnale. 

Alcuni recettori convenzionali hanno una o più 
catene di GAG legate alla loro struttura proteica e 
sono pertanto dei veri proteoglicani. 

I glipicani sono legati alla superficie esterna del- 
la membrana con un ancoraggio di g/licosi/-fosfati- 
dil-inositolo e hanno da due a sei catene di HS, che 
svolgono la funzione di co-recettore come descritto 
per i sindecani. I glipicani non possiedono però un 
dominio proteico citoplasmatico e non sono quindi 
legati a proteine citoscheletriche. La loro funzione è 
ancora poco conosciuta. 

I proteoglicani delle lamine basali sono rappre- 
sentati soprattutto dal per/ecano, che ha tre catene 
di HS legate all’estremità amino terminale del “co- 
re” proteico e dall’agrina, che contiene 4 catene di 
eparan solfato ed è particolarmente abbondante nel- 
le lamine basali del glomerulo renale. In questo ca- 
so, lo spessore della lamina basale è notevole e le 
consente di costituire un vero e proprio filtro mole- 
colare, che impedisce di perdere molecole dal san- 
gue nell’urina durante la formazione dell’urina stes- 
sa. Le caratteristiche di polianioni delle catene di 
eparansolfato sono particolarmente importanti per 
le proprietà filtranti della lamina e consentono di re- 
spingere molecole cariche negativamente, che po- 
trebbero però superare il filtro renale per le loro ri- 
dotte dimensioni, come le albumine. La degradazio- 
ne di queste catene mediante enzimi che ne cataliz- 
zano la demolizione, comporta del resto una perdi- 
ta completa delle proprietà di filtrazione. 

L’agrina è presente anche nel tessuto nervoso, in 
particolare nelle giunzioni sinaptiche dove si lega 
ad una specifica glicoproteina (Neural Cell Adesion 
Molecule), partecipando alla guida della formazio- 
ne delle sinapsi durante lo sviluppo del tessuto e 
stabilizzandole. 

I proteoglicani contenenti eparina meritano un 
cenno particolare. Sono contenuti soprattutto nei 
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granuli dei mastociti, ma anche nel fegato, nel pol- 
mone e nella cute. Il core proteico è unico ed è co- 
stituito solo da residui di glicina e serina, due terzi 
dei quali legano catene di eparina di lunghezza va- 
riabile. Queste catene vengono rilasciate nell’am- 
biente extracellulare e possiedono una spiccata atti- 
vità anticoagulante, dovuta alla loro capacità di in- 
teragire in modo specifico con l’antitrombina II. Il 
legame dell’eparina all’antitrombina III provoca a 
carico di quest’ultima una modificazione conforma- 
zionale, che le consente di /egarsi alla trombina e 
ad altri fattori della coagulazione (IXa, Xa, XIa, 
XIla e VIIa), inibendone l'attività. 

L’eparina può legare anche la lipoproteinlipasi, 
presente sulla superficie dei capillari e legata in mo- 
do non covalente a catene di eparansolfato di pro- 
teoglicani di membrana, provocandone il rilascio in 
circolo e una più rapida delipidazione delle lipopro- 
teine ricche di trigliceridi. 


Metabolismo dei proteoglicani 


Biosintesi 


La sintesi del “core” proteico avviene nel retico- 
lo endoplasmatico rugoso, dove è anche probabile 
che vengano legati ad esso alcuni dei monosaccari- 
di della zona di legame, almeno quelli necessari per 
le catene di cheratansolfato. 

La maggior parte delle tappe sintetiche a carico 
delle catene dei GAG si svolgono invece nel lume 
dell'apparato del Golgi ed in particolare i processi 
di allungamento, che richiedono l’intervento di gli- 
cosiltransferasi altamente specifiche. Questi enzimi 
inseriscono un monosaccaride per volta sulla catena 
in fase di crescita, usando come donatore lo speci- 
fico UDP-derivato. Le transferasi golgiane lavora- 
no secondo la strategia “un enzima-un legame”, che 
garantisce la corretta sintesi di queste catene com- 
plesse pur non avendo a disposizione un “piano di 
lavoro”, come I’mRNA nel caso delle proteine. Le 
glicosiltransferasi golgiane hanno infatti una estre- 
ma specificità per i substrati (L’UDP-zucchero do- 
natore ed il monosaccaride terminale accettore) e 
per il tipo di legame che deve essere sintetizzato 
(atomo di carbonio accettore del legame glicosidico 
e configurazione sterica del legame stesso). I diver- 
si enzimi intervengono in successione ed è probabi- 
le che siano organizzati in un complesso multienzi- 
matico. 

Una volta che la catena è stata parzialmente 0 to- 
talmente assemblata, altri enzimi dell’apparato del 
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Golgi possono agire su di essa, catalizzando ad 
esempio l’epimerizzazione di alcuni residui di aci- 
do D-glucuronico in acido L-iduronico e l’introdu- 
zione di ulteriori gruppi solfato, determinando la 
comparsa delle caratteristiche tipiche dei co-poli- 
meri. Gli enzimi responsabili dell’inserimento dei 
gruppi solfato (solfotransferasi) utilizzano come 
donatore il PAPS (3’-fosfoadenosil-5’-fosfosolfa- 
to), la cui fornitura richiede alla cellula un enorme 
dispendio energetico, pari a 3 legami anidridici 
dell’ ATP. Anche questi enzimi sono altamente spe- 
cifici e riconoscono in modo preciso la posizione 
del monosaccaride che deve ricevere il gruppo sol- 
fato (atomo di carbonio 2, 3, 4 0 6). 

Una volta completato, il proteoglicano viene 
esportato nella matrice extracellulare o inserito nel- 
la membrana plasmatica mediante vescicole di tra- 
sporto (Fig. 33.14). I monomeri secreti, come gli 
aggrecani che possono interagire con l’acido ialuro- 
nico, entrano in contatto con esso solo nell’ambien- 
te extracellulare. La sintesi dell’acido ialuronico 
avviene infatti in un compartimento separato, sulla 
membrana plasmatica, impedendo che l’aggregato 
si formi all’interno della cellula, con conseguenze 
disastrose. Altri dettagli sulla biosintesi dei glico- 
samminoglicani sono riportati nel Capitolo “Meta- 
bolismo dei glicoconiugati”. 






Monomeri di 
proteoglicani 


Catabolismo 


Nei tessuti adulti il ricambio dei proteoglicani 
non è molto rapido e la loro vita media può essere 
valutata nell’ordine di grandezza di giorni o di set- 
timane. Il loro catabolismo avviene nei lisosomi, 
per azione di proteasi, che demoliscono il ‘core’ 
proteico e di diverse endo- ed eso-glicosidasi, che 
degradano le catene polisaccaridiche. Specifiche 
solfatasi rimuovono i gruppi solfato ed il loro ruolo 
sembra di particolare importanza, perché senza il 
loro intervento preventivo, i singoli monosaccaridi 
non possono essere rimossi. La degradazione del- 
l’eparansolfato, riportata schematicamente nella 
Fig. 33.15, è descritta nei dettagli nel Capitolo 
‘Metabolismo dei glicoconiugati”. 

Il mancato funzionamento di uno solo degli en- 
zimi lisosomiali necessari per la degradazione delle 
catene dei GAG provoca un arresto dell’intero pro- 
cesso catabolico ed un loro accumulo nei lisosomi, 
con lo svilupparsi di malattie note come “mucopo- 
lisaccaridosi”. Si tratta di malattie genetiche rare, 
con sintomi molto gravi che colpiscono tutti i tessu- 
ti ed in particolare quello nervoso con esiti spesso 
letali per il paziente affetto (vedi per maggiori det- 
tagli il Capitolo “Metabolismo dei glicoconiuga- 
ti). 
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Figura 33.14 Rappresentazione schematica della sintesi e della secrezione di acido ialuronico e 


proteoglicani da parte di un condrocita 


Meg ll uscii Lili nil 
Il contatto fra acido ialuronico e proteoglicani, con conseguente formazione dell’aggregato, avviene solo nella matri- 
ce extracellulare. RER: reticolo endoplasmatico rugoso; REL: reticolo endoplasmatico liscio. 
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Figura 33.15 Sequenza delle tappe di degrada- 
zione dell'eparan-solfato 
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Lo studio di queste malattie, che possono essere 
diagnosticate identificando la catene di GAG pre- 
senti in eccesso nelle urine dei pazienti e analizzan- 
do le attività idrolasiche in colture di fibroblasti, ha 
contribuito in modo determinante alla comprensio- 
ne delle modalità di smistamento degli enzimi idro- 
lasici dall’apparato del Golgi verso i lisosomi. Le 
mucopolisaccaridosi costituiscono anche un buon 
modello sperimentale per l’introduzione di nuove 
strategie terapeutiche, in particolare quelle di sosti- 
tuzione enzimatica: nel topo è stata sperimentata di 
recente con successo la terapia genica per via lenti- 
virale per la MPS II (sindrome di Hunter, che man- 
ca dell’enzima iduronato-solfatasi). 


L'ELASTINA 


L’elastina è il componente proteico principale 
delle fibre elastiche, che conferiscono la flessibilità 
necessaria a quei tessuti che devono avere proprie- 
tà spiccate di estensibilità e di ritorno elastico. Per 
questo motivo, l’elastina non è ampiamente diffusa 
come il collageno, ma è presente in quantità eleva- 
te soprattutto nel polmone e nelle pareti delle gran- 
di arterie, che subiscono cicli continui di espansio- 
ne e di contrazione, nei legamenti e nella pelle. 

A differenza del collagene, che è costituito da 
una numerosa famiglia di proteine codificate da di- 
versi geni, /'elastina è una proteina di circa 750 
amminoacidi codificata da un solo gene, anche se 
ne possono esistere differenti varianti dovute a un 
diverso processo di maturazione del suo mRNA. 
Nelle fibre elastiche, l’elastina presenta una struttu- 
ra ricca di legami crociati, insolubile ed amorfa. 
Come tutte le proteine destinate alla matrice extra- 
cellulare, la sua sintesi avviene nel reticolo endo- 
plasmatico rugoso, dove viene assemblato un pre- 
cursore monomerico solubile (tropoelastina), che a 
differenza del collagene non possiede peptidi di 
estensione e non richiede pertanto un successivo ri- 
maneggiamento proteolitico. 

La tropoelastina contiene due tipi di domini: uno 
idrofilo, ricco di residui di lisina ed uno idrofobico, 
ricco di valina, prolina e glicina, che si alternano in 
numero di circa 16 ciascuno. A differenza dal colla- 
gene, non presenta sequenze amminoacidiche ripe- 
titive e periodiche e non si organizza in una struttu- 
ra secondaria regolare. Contiene una quantità limi- 
tata di idrossiprolina, frutto di una idrossilazione 
post-traduzionale catalizzata dalla prolil-idrossilasi, 
ma non è glicosilata e non contiene alcun residuo di 
idrossilisina. 

Una volta secreti nella matrice extracellulare, i 
monomeri di tropoelastina si allineano associando- 
si a microfibrille, che contengono una voluminosa 


proteina detta fibri/lina, e alcuni residui di lisina dei 
loro domini idrofili vengono deaminati in modo os- 
sidativo a gruppi aldeidici dall’enzima lisil-ossida- 
s1, Il medesimo coinvolto nel metabolismo extracel- 
lulare del collagene. Anche in questo caso si forma- 
no legami crociati covalenti, in particolare la de- 
smosina, tipica dell’elastina, prodotta dalla conden- 
sazione di tre gruppi aldeidici e di uno di lisina non 
modificato. Questi legami crociati permettono al- 
l’elastina di formare una specie di rete fibrosa attor- 
no alle cellule e la rendono estremamente insolubi- 
le e stabile, con una emivita di più di 70 anni. 


Desmosina 


Le proprietà elastiche dell’elastina dipendono 
dalla sua struttura, che deve potersi distendere e ri- 
tornare nelle condizioni iniziali senza richiedere 
una fornitura specifica di energia. Quando le fibre 
elastiche vengono stirate, come avviene nella pare- 
te di un grande vaso arterioso in seguito alla contra- 
zione del ventricolo sinistro del cuore che aumenta 
la pressione intravasale, la distensione della mole- 
cola espone all’ambiente acquoso i suoi domini ri- 
petitivi idrofobici, con una conseguente diminuzio- 
ne dell’entropia dell’acqua, che è costretta a dispor- 
si in modo ordinato attorno a ciascuno di questi do- 
mini. Quando la forza che ha provocato lo stiramen- 
to cessa, 1 domini idrofobici dell’elastina ritornano 
nella loro configurazione iniziale e la molecola del- 
l’elastina può riassumere la sua struttura originale a 
causa dell’aumento dell’entropia dell’acqua, che 


1, 


non è più costretta a mantenere una disposizione or- 
dinata attorno ad essi e può riassume il suo norma- 
le disordine (Fig. 33.16). 


LA LAMININA 


La laminina è la proteina più abbondante delle 
lamine basali ed è costituita da una famiglia di mo- 
lecole, espresse in varie forme nei diversi tessuti. La 
molecola si presenta come un eterotrimero di grandi 
dimensioni (850 kDa, con una lunghezza di circa 70 
nm), costituito da subunità & f}, Y, che assume una 
struttura a forma di croce (Fig. 33.17). Esistono di- 
verse forme di ciascuna delle tre subunità, che dan- 
no origine a 12 diverse forme di laminina. 

La principale caratteristica strutturale della mo- 
lecola è rappresentata da un tratto ad a-elica, che è 
presente in tutte tre le subunità e che le unisce fra 
loro, formando una sorta di bastoncino rigido. Tutte 
le tre catene hanno estensioni globulari alle loro 
estremità N-terminali e la subunità o. anche a quel- 
la C-terminale. 

Questi peptidi di estensione contengono siti di 
legame specifici, che consentono alla laminina di 
interagire con proteine associate alla superficie cel- 
lulare (integrine) e con altri componenti della ma- 
trice extracellulare, come altre molecole di /amini- 
na, formando dimeri e oligomeri, il collagene tipo 
IV, i proteoglicani, V’eparina, i solfolipidi (solfati- 
di). 
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La matrice extracellulare contiene numerose 
proteine con funzioni “adesive”, che contribuiscono 
alla sua organizzazione e all’adesione ad essa delle 
cellule, grazie a domini capaci di /egare contempo- 
raneamente ed in modo specifico componenti della 
matrice e recettori della superficie cellulare. 

L’esempio principale e meglio conosciuto di 
queste macromolecole è rappresentato dalla fibro- 
nectina, glicoproteina di grandi dimensioni, presen- 
te in tutti i vertebrati e composta da un dimero di 
due subunità identiche di 230 kDa, unite da ponti 
disolfuro localizzati nelle estremità C-terminali 
(Fig. 33.18). Ogni subunità contiene diversi domini 
funzionali, separati da regioni di catena polipeptidi- 
ca flessibile, che le consentono di legare la superfi- 
cie delle cellule, tramite le integrine, a componenti 
della matrice extracellulare, quali il collagene ed 1 
proteoglicani. 

La specificità di queste interazioni dipende da 
corte sequenze amminoacidiche, come il tripeptide 
Arg-Gly-Asp (RGD), che è l’unità minima capace 
di legarsi alle famiglia delle integrine e che è pre- 
sente anche in altre proteine adesive della matrice. 

La fibronectina è codificata da un solo gene, ma 
il processo dello splicing alternativo permette l’esi- 
stenza di almeno 20 isoforme diverse della protei- 
na, una delle quali è solubile, si ritrova nel plasma 
ed ha un significato biologico ancora ignoto. Le al- 
tre isoforme della fibronectina si organizzano in fl- 
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Figura 33.16 Fibre di elastina in forma rilassata e stirata. 
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Figura 33.17 Rappresentazione schematica 
della laminina e della sua Capacità di legarsi a 
diversi componenti della matrice extracelllare 


brille insolubili nella matrice extracellulare, in par- 
ticolare a contatto delle zone della superficie cellu- 
lare dove sono presenti le integrine, legate a loro 
volta ai componenti intracellulari del citoscheletro. 
Per questo motivo, la fibronectina e le integrine co- 
stituiscono una specie di ponte fra i componenti 
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Figura 33.18 Rappresentazione schematica 
della fibronectina e delle sue Capacità di lega- 
me, con ingrandimento di un dominio che con- 
tiene la sequenza di legame RGD 


della matrice extracellulare che circonda la cellula e 
l’actina del suo citoscheletro, contribuendo al man- 
tenimento della posizione nel tessuto. 

Molti tipi di cellule neoplastiche mostrano una 
ridotta produzione di fibronectina ed è probabile 
che la sua conseguente, ridotta, disponibilità sulla 
superficie cellulare contribuisca alla aumentata ca- 
pacità di queste cellule di muoversi e di penetrare 
nella matrice extracellulare, dando inizio al proces- 
so della metastasi. 


LA LAMINA BASALE 


La /amina basale (0 membrana basale) è un ti- 
po specializzato di matrice extracellulare, che sepa- 
ra il territorio occupato dai tessuti connettivi da 
quello degli altri tessuti e, sotto forma di uno strato 
sottile, resistente e flessibile, costituisce un soste- 
gno fondamentale per tutti gli epiteli, sia con fun- 
zione ghiandolare che di rivestimento. 

Lo spessore della lamina basale è di solito di 40- 
50 nm, con l’eccezione di quella del glomerulo re- 
nale, che può raggiungere 100-200 nm. In questo 
caso, la lamina basale è interposta fra due strati di 
cellule, uno endoteliale rivolto verso il sangue ed 
uno epiteliale, rivolto verso l’ultrafiltrato, e funzio- 
na come un filtro altamente selettivo. 

La lamina basale è sintetizzata in cooperazione 
dalle cellule che si trovano su ciascuno dei suol due 
lati ed è costituita principalmente da: glicoproteine 
fibrose, in particolare /aminina, collagene tipoIV e 
nidogeno; proteoglicani, in particolare perlecano, 
che contiene tre catene di eparansolfato legate all’e- 
stremità di un unico core proteico e agrina, che, con 
le numerose cariche negative delle sue quattro cate- 
ne di eparansolfato, è molto importante nel determi- 
nare le proprietà di filtrazione della lamina basale 
del glomerulo renale. 

La /aminina , il cui schema strutturale è riporta- 
to nella Fig. 33.17, sembra essere l’elemento fonda- 
mentale nei processi di organizzazione, di assem- 
blaggio e di ancoraggio alle cellule delle lamine ba- 
sali. Le estremità —NH, terminali delle sue catene 
beta e gamma (i bracci corti della ‘“croce”’) conten- 
gono siti di legame specifici, che consentono loro di 
interagire con altre molecole di laminina e di porta- 
re alla formazione di una struttura a rete ordinata. 
L'esistenza di diverse isoforme di laminina giustifi- 
ca l’esistenza di lamine basali con caratteristiche 
differenti. 

Il collagene tipo IV non forma fibrille, poiché i 
propeptidi di estensione vengono mantenuti e nella 
Sua struttura la tripla elica si interrompe più di 20 


volte, creando curvature che le conferiscono mag- 
giore flessibilità. Le sue molecole interagiscono pe- 
rò fra di loro nell’ambiente extracellulare mediante 
i loro domini terminali, portando alla formazione di 
una struttura reticolare a maglie flessibili, che con- 
ferisce alla lamina basale resistenza alle forze tensi- 
ve nell’ambito della sua superficie. 

Le strutture sopramolecolari formate dalla lami- 
nina e dal collagene tipo IV si organizzano a costi- 
tuire il “foglietto” delle lamine basali grazie alle lo- 
ro interazioni con il nidogeno e con il perlecano, 
per i quali posseggono specifici domini di legame e 
che costituiscono un sistema di connessione che 
collega fra di loro le strutture reticolari della lami- 
nina e del collagene tipo IV (Fig. 33.19). Si è già ri- 
cordato che le caratteristiche di polianioni delle ca- 
tene di eparansolfato sono particolarmente Impor- 
tanti per le proprietà filtranti della lamina basale del 
elomerulo renale, alla quale consentono di respin- 
gere molecole cariche negativamente come le albu- 
mine, che potrebbero superare il filtro renale per le 
loro ridotte dimensioni. La degradazione enzimati- 


Collagene tipo IV 
aliene — 


Perlecano 
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ca delle catene di eparansolfato comporta infatti 
una perdita completa delle proprietà di filtrazione. 

Sembra che le molecole di laminina siano le pri- 
me ad assemblarsi, quando sono ancora legate alle 
cellule che le hanno secrete, tramite recettori speci- 
fici. Questi sono rappresentati soprattutto dalle inte- 
grine, che legano le estremità della catena & (il 
braccio lungo della “croce”) e permettono alle altre 
estremità di interagire fra di loro e con gli altri com- 
ponenti della lamina basale, portando alla forma- 
zione del foglio bidimensionale. 

Le lamine basali non hanno solo un ruolo strut- 
turale e di filtrazione. Molti dati sperimentali indi- 
cano che esse sono in grado di influenzare il meta- 
bolismo delle cellule adiacenti e di determinarne la 
polarità, controllando anche la proliferazione ed il 
differenziamento cellulare. 

La loro barriera seleziona anche il movimento 
delle cellule, permettendo il passaggio dei macrofa- 
gi e dei linfociti, ma ostacolando quello delle cellu- 
le connettivali, che non possono così entrare in con- 
tato con gli epiteli. 


Figura 33.19 Rappresentazione schematica dell’organizzazione strutturale della lamina basale 


CA EST ——__ _____m_—m—&mmt_—mm—rT———————_——————————@ 
Grazie alle interazioni fra i suoi domini terminali, che formano spontaneamente dimeri e tetrametri, e ad associazio 
ni laterali, il collagene tipo IV tende a costituire una struttura reticolare a maglie flessibili. 

Le molecole di laminina formano spontaneamente dimeri e oligomeri, che portano alla formazione di una struttura @ 
rete ordinata. Le due reti interagiscono fra di loro, grazie anche alle interazioni con il nidogeno (non mostrato) ed |l 
perlecano, che tende inoltre a formare complessi per interazione dei suoi “core” proteici. Le catene polionioniche del 
l'eparansolfato sono molto importanti nel determinare le proprietà di filtrazione selettiva della lamina basale sullo bo 


se della carica dei soluti. 
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La lamina basale svolge un ruolo importante an- 
che nella rigenerazione delle ferite, perché è in gra- 
do di fornire un sopporto sul quale possono spostar- 
si le cellule durante la fase di rigenerazione. 


DEGRADAZIONE DELLA MATRICE 
EXTRACELLULARE 


La degradazione della matrice extracellulare è 
essenziale quanto la sua sintesi ed è particolarmen- 
te importante nei processi di riparazione dei tessuti 
o nel caso di un loro rimodellamento, come avvie- 
ne nell’osso, che può così adattarsi alle forze alle 
quali è sottoposto. La capacità di degradare la ma- 
trice che la circonda è importante per ogni cellula 
che ne è avvolta, perché questo le permette di au- 
mentare le sue dimensioni per dividersi o di farsi 
largo attraverso di essa. Senza questa capacità i glo- 
buli bianchi non potrebbero attraversare la lamina 
basale di un vaso sanguigno per migrare nel tessuto 
in risposta ad uno stimolo infiammatorio o ad una 
lesione. 

La degradazione della matrice permette però an- 
che la diffusione delle cellule cancerose, che grazie 
ad essa possono proliferare nei tessuti che invado- 
no. Molti tumori maligni producono infatti proteasi 
(come le metalloproteasi e l’elastasi), che degrada- 
no la matrice digerendo sia il collagene che i pro- 
teoglicani e l’eparanasi, che è in grado di degrada- 
re le catene di eparansolfato dei proteoglicani della 
membrana basale, favorendo la diffusione metasta- 
tica. Recenti studi basati sull’uso di inibitori della 
eparanasi hanno dimostrato che l’inibizione di tale 
enzima riduce in maniera sensibile le metastasi in 
animali da laboratorio, aprendo la strada alla speri- 
mentazione clinica sull’uomo. 

Il metabolismo normale di un tessuto dipende 
dal corretto bilanciamento tra sintesi e degradazio- 
ne della sua matrice extracellulare: il prevalere del- 
le reazioni anaboliche provoca un eccesso di matri- 
ce, come accade nella fibrosi, mentre un eccesso di 
quelle cataboliche determina fenomeni di atrofia, 
come nei tessuti invecchiati. Un eccessivo cataboli- 
smo è ritenuto responsabile della graduale perdita 
della matrice cartilaginea che si verifica in corso 
dell’artrosi ed è tipico anche della matrice tumora- 
le, la perdita della cui struttura agevola i fenomeni 
di neo-angiogenesi e di metastatizzazione. 

La matrice extracellulare ha un diverso turnover 
a seconda del tipo di tessuto, che può variare da po- 
chi giorni (derma) a molti anni (cartilagine) e che 
dipende anche dal diverso apporto sanguigno, ne- 
cessario per la disponibilità di nutrienti. 

Il catabolismo delle matrici dipende dall’azione 


di enzimi proteolitici extracellulari (proteasi), che 
svolgono la loro azione vicino alle cellule che li 
producono, e che sono in grado, nel loro insieme e 
con diversa specificità, di digerire tutte le compo- 
nenti della matrice. Spesso i frammenti peptidici 
prodotti da queste proteasi hanno una funzione bio- 
logica precisa, agendo come fattori di crescita e sti- 
molatori della sintesi ex novo di proteine della ma- 
trice da parte delle cellule residenti nel tessuto. 

Come è già stato accennato a proposito dei pro- 
teoglicani e dei glicosamminoglicani, la degradazio- 
ne della componente polisaccaridica richiede invece 
l'intervento di endo-glicosidasi, eso-glicosidasi e 
solfatasi. In particolare, nel caso dell’acido ialuroni- 
co, la demolizione della catena è catalizzata da spe- 
cifiche ialuronidasi, che producono oligosaccaridi 
di poche migliaia di Dalton, capaci di indurre rispo- 
ste infiammatorie e angiogenetiche nei tessuti. 

Gli enzimi proteolitici attivi sulla matrice appar- 
tengono a due classi principali: le metalloproteasi e 
le serina proteasi. 


METALLOPROTEASI (MMP) 


Le metalloproteasi (MMP) sono gli enzimi più 
importanti e costituiscono una famiglia eterogenea 
di proteasi, zinco e calcio dipendenti, attive a pH 
neutro e capaci di degradare tutti i componenti del- 
la matrice, compresi il collagene ed i proteoglicani. 
Le MMP sono prodotte in modo tessuto-specifico e 
intervengono nel turnover fisiologico e in numero- 
se patologie, comprese le artriti e le artrosi, il can- 
cro e le malattie autoimmuni. Non sono general- 
mente immagazzinate nelle cellule, ma vengono 
sintetizzate e rilasciate rapidamente in risposta ad 
opportuni stimoli. Hanno un peso molecolare varia- 
bile tra 28 e 92 kDa, un’omologia di sequenza ami- 
noacidica primaria del 50% e alcune particolari ca- 
ratteristiche strutturali: (a) una sequenza segnale N- 
terminale, che ne regola la compartimentazione nel 
corso della sintesi e le destina alla secrezione; (b) 
un propeptide, che permette di mantenerle nello sta- 
to di zimogeno inattivo, grazie ad un residuo di ci- 
steina, che maschera il sito catalitico legandosi con 
un legame di coordinazione all’atomo di zinco; (€ ) 
un dominio catalitico, che oltre allo zinco necessita 
di uno ione calcio per il mantenimento dell’integri- 
tà strutturale; (d) un dominio aggiuntivo di tipo 
transmembranario per quelle localizzate sulla su- 
perficie cellulare. 

Tutte le MMP sono prodotte come zimogeni e 
necessitano, per essere attive, del distacco proteoli- 
tico del propeptide situato all’estremità amminoter- 
minale. L’attivazione si realizza mediante una pri- 


ma fase di destabilizzazione dei legami di coordina- 
zione con lo ione zinco all’interno del propeptide, 
che permette di liberare il sito d’azione per un’altra 
MMP, che provvede al suo taglio definitivo. 

Nonostante l’omologia strutturale si presti ad es- 
sere un valido principio su cui basare la loro classi- 
ficazione, le MMP sono comunemente classificate 
in relazione alla specificità per il substrato su cui 
agiscono e sono suddivise in diversi gruppi. 

Collagenasi, che degradano prevalentemente le 
fibre di collagene tipo I, II e III, ma attaccano anche 
il collagene denaturato e l’aggrecano. La loro spe- 
cificità, che non consente una degradazione protei- 
ca indiscriminata, permette di salvaguardare l’inte- 
grità della matrice, ma è sufficiente per la riparazio- 
ne dei tessuti o la migrazione cellulare. Fra di esse 
sono comprese la co/lagenasi interstiziale (MMP- 
1), prodotta da macrofagi e fibroblasti; la collage- 
nasi neutrofila (MMP-8), secreta da neutrofili e 
condrociti; la collagenasi 3 (MMP-3), inizialmente 
isolata da cellule tumorali e identificata anche nella 
cartilagine articolare umana e nella membrana sino- 
viale in corso di artrosi e di artrite reumatoide. 

Gelatinasi, che comprendono la ge/atinasi A 
(MMP-2), prodotta da cellule stromali e la gelatina- 
si B (MMP-9), secreta da neutrofili, macrofagi e si- 
noviociti. Questi enzimi possiedono attività di sub- 
strato molto simili per vari tipi di collagene (IV, V, 
VII, VII, IX, XI) e per il collagene denaturato (ge- 
latina), ma degradano anche l’elastina, la proteina 
“core” dei proteoglicani, la fibronectina e l’aggre- 
cano. Sembrano coinvolte nel processo di diapedesi 
delle cellule e nella neoangiogenesi. 

Stromelisine, che sono tra le MMP maggior- 
mente coinvolte nella degradazione della matrice 
cartilaginea, con un ampio spettro d’azione a diver- 
si pH ed una vasta specificità di substrato. La loro 
sintesi è stimolata da fattori di crescita e da citochi- 
ne, soprattutto l’IL-B. La MMP-3, sintetizzata e se- 
creta da condrociti e fibroblasti articolari, viene at- 
tivata da plasmina e tripsina in forme di diverso pe- 
so molecolare, che agiscono su diverse macromole- 
cole della matrice, tra cui aggrecano, proteina di le- 
game, elastina, fibronectina e collagene di tipo II, X 
e XI. La MMP-3 funge a sua volta da attivatore per 
la proMMP.1. 

MMP di membrana (MT-MMP), identificate 
solo di recente e localizzate sulla superficie della 
membrana cellulare, il che permette loro di svolge- 
re l’effetto proteolitico solo in punti esattamente lo- 
calizzati, dove è più necessario. Sembra che il loro 
intervento sia essenziale per la divisione delle cellu- 
le che si trovano immerse nella matrice. 

Matrilisine, che attaccano diverse macromole- 
cole della matrice, tra cui collagene denaturato, pro- 
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teoglicani, laminina, fibronectina, proteina di lega- 
me. 

Per evitare che un eccesso di attività delle MMP 
provochi un collasso dell’impalcatura del tessuto, la 
loro attività è regolata ad almeno tre livelli. 

Controllo della sintesi delle MMP. Alcuni fatto- 
ri sono in grado di stimolare la sintesi delle MMP, 
come le citochine proflogogene (IL-1B, IL-6 e 
TNF 0), che inducono in numerose cellule la produ- 
zione di collagenasi e stromelisine, alcuni fattori di 
crescita (TGFa, FGF, EGF e PDGF) e microcri- 
stalli di urato e pirofosfato. Alcuni fattori inibisco- 
no invece la sintesi delle MMP ed 1 più noti sono il 
TGFp, IGF, INFy, alcuni ormoni e farmaci come le 
tetracicline. 

Attivazione locale delle MMP. Oltre alla modu- 
lazione della sintesi in sede cellulare, l’attività del- 
le MMP è modulata anche in sede extracellulare, 
dove vengono secrete come zimogeni inattivi e pos- 
sono essere attivate per proteolisi solo al momento 
opportuno. Il processo proteolitico attiva le MMP 
mediante la rimozione del propeptide e avviene per 
opera di proteasi specifiche, come la plasmina, la 
callicreina e l’elastasi dei neutrofili. Esiste inoltre 
una vera cascata di attivazione coinvolgente più 
MMP. 

Secrezione di inibitori delle MMP. L’attività 
delle MMP è controllata anche da specifici inibito- 
ri tissutali, i TIMP (Tissue Inhibitor of Metallo 
Proteinases) (TIMP-1, -2, -3 e -4), che vengono se- 
creti nella matrice, e vi confinano in aree delimita- 
te le attività proteolitiche, permettendo di protegge- 
re le zone che non devono essere coinvolte nei pro- 
cessi degradativi. I TIMP formano con le MMP un 
legame non covalente, ma ad alta affinità e pratica- 
mente irreversibile, con un rapporto stechiometrico 
di 1:1; sono prodotti da vari tipi cellulari e la loro 
espressione è controllata da una serie di citochine e 
fattori di crescita. In modelli animali è stato dimo- 
strato che la distruzione della cartilagine articolare 
è il risultato di uno squilibrio tra la secrezione di 
MMP e di TIMP e che l’induzione delle lesioni si 
correla con la ridotta sintesi di TIMP e con l’au- 
mento di quella delle MMP. 


SERINA PROTEASI 


Anche le serina proteasi contribuiscono alla de. 
gradazione della matrice extracellulare. Fra questi 
enzimi, che posseggono nel sito catalitico una seri 


na altamente reattiva , sono comprese l’e/ustasi, n 
lasciata dai polimorfonucleati attivati, e gli attiva 
tori urochinasico e tissutale del plasminogeno (uP4 
e tPA). In particolare, l’uPA giocherebbe un ruolo 
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fondamentale nell’innescare i processi di rimodella- 
mento tissutale sia in modo diretto sia attraverso 
l’attivazione di altre proteasi. 

Altre proteasi partecipano alla digestione della 
matrice e sono coinvolte nell’attivazione proteoliti- 
ca delle MMP: tra queste la p/asmina, presente nel 
sangue come zimogeno (plasminogeno) e le catep- 
sine B, D e S, rilasciate da cellule infiammatorie. 
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Il controllo trascrizionale 
del metabolismo 
energetico 


(a cura di F. Bussolino) 





INTRODUZIONE 


Il controllo allosterico e le modificazioni post-traslazionali di specifici enzimi rap- 
presentano i meccanismi per un rapido controllo delle vie metaboliche in risposta a 
esigenze sia esterne che interne all’organismo. Tuttavia, adattamenti a lungo termine 
richiedono il controllo trascrizionale di numerosi geni, con l’attivazione di circuiti 
molecolari che in modo ancor più articolato da quanto osservato per l’insulina, il glu- 
cagone e l’adrenalina, co-regolano anabolismo e catabolismo dei carboidrati, delle 
proteine, dei lipidi. Il controllo trascrizionale del metabolismo rappresenta un ulterio- 
re esempio di coordinazione tra le vie metaboliche, in particolare tra il metabolismo 
dei lipidi e dei glicidi, come dimostrato dal fatto che non esistono fattori di trascrizio- 
ne specifici per un’unica via metabolica. 


LA RISPOSTA TRASCRIZIONALE ALL'IPOSSIA 


La disponibilità di O, è essenziale per il metabolismo ossidativo del glucosio e de- 
gli acidi grassi. L’ipossia è uno stimolo fisiologico fondamentale in corso dell’accre- 
scimento degli organi e influenza negativamente la capacità del lavoro muscolare in- 
ducendo il passaggio dal metabolismo aerobico a quello anaerobico con una drastica 
riduzione della produzione di ATP, l’accumulo di acido lattico e affaticamento mu 
scolare. Caratterizza inoltre molteplici patologie, quali l’ischemia, le anemie, le pato 
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logie polmonari, caratterizzate da uno sbilancia- 
mento tra disponibilità e necessità di O, negli orga- 
ni bersaglio. L’ipossia può avere caratteristiche di 
continuità o di intermittenza, può essere acuta 0 
cronica. Pertanto le specie aerobiche hanno svilup- 
pato meccanismi capaci di percepire la pressione 
parziale di O, (pO;), di regolarne il consumo, e di 
attivare meccanismi che permettono l’adattamento 
delle funzioni in condizioni di ipossia. La risposta 
all’ipossia deve essere inoltre versatile in quanto 
già in condizioni fisiologiche vi sono significative 
differenze tra i livelli pO,. Nella maggior parte dei 
tessuti esse variano da 2,5 a 5,8 kPa, ma scendono 
da 1,3 a 3,3 kPa nel midollo osseo e nella midolla- 
re del rene o addirittura a meno di 0.1 kPa nei tumo- 
ri. È pertanto chiaro che il concetto di ipossia è re- 
lativo alle caratteristiche del tessuto. Durante l’evo- 
luzione sono stati selezionati più meccanismi capa- 
ci di percepire la pO;. Alcuni di essi servono a se- 
gnalare a tutto l’organismo la concentrazione del 
gas e regolarne la risposta modulando la frequenza 
cardiaca e respiratoria: i g/omi carotidei, i corpi 
neuroepiteliali nel polmome, le cellule cromaffini 
del surrene. A livello cellulare 1’ “Hypoxia 
Inducible Factor” (HIF)-1 è la molecola più IMpor- 
tante che media la risposta adattativa all’ipossia. 


Il fattore di trascrizione “Hypoxia 
Inducible Factor”: struttura- 
funzione 


HIF-1 è un fattore di trascrizione costituito da 
una subunità ff costitutivamente espressa nel cito- 
plasma cellulare e una subunità o la cui concentra- 
zione è regolata dalla pO;. L’eterodimero o entra 
nel nucleo dove lega sequenze definite “Hypoxia 
responsive elements “ e regola l’espressione di più 
di 70 geni coinvolti tra l’altro nel metabolismo 
anaerobico, nell’eritropoiesi, nell’angiogenesi, nel- 
la respirazione cellulare e nella vasodilatazione. La 
Tabella 34.1 indentifica i processi principali in cui 
HIF esercita un ruolo regolatorio. 

Il livello di HIF-10 è regolato da modificazioni 
post-traslazionali dipendenti dalla pO.. In normos- 
sia si osserva l’idrossilazione di due residui di pro- 
lina ad opera di una proli/-idrossilasi (PHD) e di un 
residuo di asparagina ad opera di una asparaginil- 
idrossilasi, denominata fattore inibente HIF (FIH). 
Questi enzimi sono delle diossigenasi che utilizza- 
no come substrati O, e a-chetogutarato, il Fe** e 
l’acido ascorbico come cofattori, catalizzano l’i- 
drossilazione del substrato e producono CO, e suc- 
cinato. L’idrossilazione di due residui di prolina 


Tabella 34.I 


Processi biologici in cui HIF ha un ruolo significativo 
nel controllo trascrizionale. 
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promuove il legame con la proteina di von-Hippel- 
Lindau, la quale catalizza l’ubiquitinazione e la 
successiva degradazione attraverso il proteasoma. 
L’idrossilazione del residuo di asparagina previene 
il legame con i co-fattori di trascrizione p300 o 
“cAMP-response-element-binding protein(CREB)- 
binding protein” (CBP), bloccando l’attività tra- 
scrizionale della proteina sfuggita alla degradazio- 
ne. In ipossia sia PHD che FIH non possono cataliz- 
zare l’idrossilazione dei rispettivi substrati per man- 
canza di quantità sufficienti di O), a cui consegue la 
stabilizzazione di HIF-10 (Fig. 34.1). Poiché FIH 
(Km — 90 uM) ha un’affinità superiore a quella di 
PHD (Km — 230 UM) per l’O,, HIF-10 va incontro 
a due meccanismi di inattivazione conferendo al si- 
stema una maggiore versatilità: a livelli intermedi 
di ipossia si avrà l’idrossilazione delle proline ma 
non della asparagina con una parziale risposta tra- 








0,+ a - chetoglutarato 
PHD ————>» Pro 402 Pro 564 





Pro 402 Pro 564 


\y 


p300/CBP 


Asn 803 


VHL 


Proteasoma 








L 

o) 

cLL 
OT Trascrizione genica 
Si dipendente da PHD 
4». 

O t°) 

SÈ 

© 

«(0 K©°j 

= c 

2 © 

ca 

LIU 


Gradiente di ipossia 


serizionale che acquisirà la sua completezza ad una 
ulteriore riduzione di pO; , quando anche FIH sarà 
incapace di idrossilare. Tuttavia considerare esclu- 
sivamente la disponibilità di O, per le due idrossila- 
si come elemento chiave del controllo della stabili- 
tà di HIF-10 è semplicistico. La stabilizzazione di 
HIF-1a richiede il coinvolgimento della catena re- 
spiratoria mitocondriale. Vi sono almeno due ipote- 
s1 per spiegare il suo ruolo. La prima prevede che 
durante l’ipossia il mitocondrio cerchi di utilizzare 
la maggior quantita di gas disponibile per generare 
ATP, riducendo la disponibilità di substrato per 
PHD e per FIH. La seconda prevede la produzione 
di radicali liberi dell'O, (ROS) che, ossidando il 
Fe'' nel sito catalitico della PHD e FIH contribui- 
scono ulteriormente alla stabilizzazione di HIF-10. 
I ROS possono essere generati durante la fosforila- 
zione ossidativa, in particolare dal complesso I e dal 
complesso III, in quanto circa il 3% degli elettroni 
generati sfuggono dalla catena di trasporto e reagi- 
scono direttamento con l’O, per formare anione su- 
perossido. Se durante l’ipossia rimane costante la 
produzione di equivalenti riducenti può crearsi la 
situazione che un maggior numero di elettroni può 
reagire prematuramente con lO, e generare ROS. 
In certi tessuti, quale per esempio il glomo caroti- 
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Figura 34.1 HIF è un fattore di trascri- 
zione costituito da una catena |} costitu- 
tivamente espressa nel citoplasma, e 
una catena a la cui espressione è rego- 
lata indirettamente dall'O». HIF-1 0 ha 
un dominio “basic-helix-loop-helix" 
(bHLH), 2 domini PAS, una regione 
(ODD) che regola la degradazione di- 
pendente da Oy e da un dominio C ter- 
minale (TAD) che media l’attività trascri- 
zionale legando  p300 o CBP 
l’idrossilazione delle proline (402 e 
564) nella regione ODD e della aspara- 
gina 803 nel dominio TAD rispettiva- 
mente ad opera della PHD e della FIH 
regolano l’attività di HIF. L’idrossilazione 
delle proline media l'interazione con la 
proteina di von Hippel-Lindau (VHL), 
una componente del complesso che 
promuove la ubiquitinazione delle pro- 
teine destinandole al proteasoma (ubi- 
quitina ligasi E3); l’idrossilazione della 
asparagina impedisce la trascrizione 
bloccando il legame con in cofattori 
p300 (istone acetil-transferasi) o CBP La 
parte inferiore della figura illustra il con- 
cetto della versatilità del controllo di HIF 
sulla trascrizione genica basata sulla di- 
versa K.., di PHD e FIH per Oy (dettagli 
nel testo). 





deo, un’altra fonte di ROS è la NADPH ossidasi 
che anch’essa genera superossido. Appare pertanto 
evidente che la regolazione dell’attività di HIF pre- 
vede l’effetto combinatorio tra la disponibilità di 
substrati delle idrossilasi, 1'O, e € - chetogutarato 
prodotto dal ciclo di Krebs, e lo stato redox dello i0- 
ne ferro, regolato dalla produzione di ROS. 


II ruolo di HIF nel metabolismo 


La risposta trascrizionale mediata da HIF in ri- 
sposta all’ipossia prevede due azioni sinergiche. Da 
un lato contribuisce al passaggio dal metabolismo 
aerobico a quello anaerobico, dall’altro predispone 
risposte d’organo selettive che permettono una 
maggior biodisponibilità di O,. L'adattamento me- 
tabolico comporta la stimolazione della glicolisi 
con un aumento della trascrizione dei trasportatori 
del glucoso GLUTI1 e GLUT3, l’esochinasi, la lat- 
tatodeidrogenasi, la piruvato-deidrogenasi chinasi. 
Quest'ultima, inibisce la piruvato-deidrogenasi fo- 
sforilandola favorendo così la produzione di acido 
lattico e inibendo il flusso attraverso il ciclo di 
Krebs. Inoltre HIF riduce l’espressione di una sub 
unità della succinato deidrogenasi con ulteriore n 
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duzione dell’attività del ciclo di Krebs. Infine HIF 
riduce l’espressione di una subunità della citocromo 
c ossidasi con conseguente riduzione dell’attività 
catalitica e passaggio degli elettroni sul fumarato. 
In tal modo è ovviata parzialmente la riduzione del- 
la disponibilità di O.. 

Per prevenire l’acidificazione causata dall’au- 
mento di produzione di acido lattico, HIF induce 
l’espressione: i) dei trasportatori degli acidi mono- 
carbossililici e dell’antiporto Na'/H* con conse- 
guente estrusione sia dei protoni che del lattato; ii) 
della carbonato-anidrasi IX, che catalizza la con- 
versione di CO, e H,0 in HCO; e protoni. Gli 
scambiatori del HCO; ne permettono l’entrata nel 
citoplasma con il tamponamento dell’eccesso di 
protoni. Un ulteriore aspetto da considerare è il ruo- 
lo inibitorio esercitato da piruvato, lattato, ossalace- 
tato e malato sugli enzimi PHD e FIH per competi- 
zione con l’a-chetogutarato e la conseguente stabi- 
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lizzazione di HIF-1 o. Tali strategie atte a rispar- 
miare O, a livello cellulare sono ulteriormente rin- 
forzate dall’aumentata trascrizione mediata da HIF 
della deiodinasi di tipo 3 che degrada l’ormone ti- 
roideo T3, responsabile dell’aumento del metaboli- 
smo ossidativo. 

HIF media inoltre l'adattamento dell’organismo 
all’ipossia promuovendo l’eritropoiesi grazie al- 
l’aumentata trascrizione di eritropoietina e del suo 
recettore, e all’angiogenesi aumentando la trascri- 
zione in particolare del “vascular-endothelial 
growth factor”-A (VEGF-A), un fattore di crescita 
per 1 vasi. L'aumento del numero dei globuli rossi e 
del letto vascolare tendono a compensare gli effetti 
dell’ipossia cronica. Numerose situazioni fisiopato- 
logiche confermano questo scenario. Per esempio la 
policitemia osservata nelle popolazioni che vivono 
ad alte altitudini, l’eritrocitosi familiare di tipo 2 e 
di tipo 3 dovute rispettivamente a mutazioni della 
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Figura 34.2 Il metabolismo cellulare in ipossia. In normossia il glucosio entra attraverso i suoi tra- 
sportatori (cilindro blu), alimenta la glicolisi e la maggior parte del piruvato prodotto è ossidato 
a acetilCoA da parte della piruvato deidrogenasi. 


L'attivazione del ciclo di Krebs e la fosforilazione ossidativa sono i maggiori responsabili per la sintesi di ATP In ipossia 
i meccanismi HIF dipendenti portano a cambiamenti metabolici destinati al risparmio dell'O dovuti ad una riduzione 
del metabolismo mitocondriale. Il maggior responsabile è la piruvato-deidrogenasi chinasi che, fosforilando la piruva- 
to-deidrogenasi, riduce la sintesi di acetilCoA. Per compensare la ridotta attività mitocondriale la via anaerobica è po- 
fenziata attraverso l'aumento del numero dei trasportatori del glucosio e la maggiore espressione di numerosi enzimi 
della glicolisi. l’acidificazione cellulare è causata dall’aumentata produzione dei trasportatori degli acidi monocarbos- 
silici e dell’antiporto Na*/H*. l'aumento della carbonato-anidrasi IX determina l'aumento di HCO7, che è importato 
nella cellula attraverso lo specifico trasportatore. 


proteina di von-Hippel- Lindau e della PHD2, am- 
bedue responsabili della mancata degradazione di 
HIF-1o. Infine vi sono alcuni tipi di tumori quali 
quello del rene a cellule chiare e alcuni emangiomi 
cerebellari caratterizzati da mutazioni della proteina 
di von-Hippel- Lindau e da aumentata angiogenesi 
che, pur in normossia, favoriscono la crescita del 
tumore. 


| PRINCIPALI FATTORI DI 
TRASCRIZIONE COINVOLTI NELLA 
REGOLAZIONE DEL 
METABOLISMO ENERGETICO 


Diverse famiglie di fattori trascrizionali regola- 
no l’espressione di geni coinvolti nel metabolismo 
energetico. La famiglia che maggiormente contri- 
buisce alla regolazione metabolica è quella dei re- 
cettori nucleari, che sono costitutivamente legati al 
promotore del gene bersaglio. In assenza di stimo- 
lo, il recettore è solitamente legato a un co-repres- 
sore che inibisce le sue proprietà trascrizionali. 
Dopo stimolazione e in presenza del ligando, si as- 
site alla sostituzione del co-repressore con un co-at- 
tivatore con il conseguente innesco dell’attività tra- 
scrizionale. Il recetttore lega il promotore grazie a 
due motivi di sequenza corrispondenti o simili al- 
l’esamero AGGTCA. La disposizione di questi esa- 
meri nel promotore determina la specificità nei con- 
fronti del recettore nucleare. Una seconda famiglia 
è quella dei fattori di trascrizione ‘“Helix-loop-he- 
lix" . Sono caratterizzati da due domini, rispettiva- 
mente nella regione N terminale e in quella C termi- 
nale. La regione N terminale lega il promotore at- 
traverso una sequenza di 10 basi definita come 
“box E”, la cui variabilità genera la specificità del 
legame al promotore. La regione C-terminale con- 
tiene il dominio “Helix-loop-helix” che media l’in- 
terazione con altre proteine. L’eterogeneità del “box 
E” e la possibilità di formare omodimeri ed eterodi- 
meri costituiscono la base molecolare attraverso la 
quale questa famiglia di molecole può controllare 
differenti trascrizioni geniche. Infine la famiglia dei 
fattori di trascrizione ‘Basic Leucine Zipper 
Domain” è caratterizzata dalla presenza di un do- 
minio N-terminale ricco in amminoacidi basici che 
lega il DNA, e un dominio C-terminale anfipatico 
caratterizzato dalla presenza di un residuo di leuci- 
na ogni sette amminoacidi, responsabile della dime- 
rizzazione. La Tabella 34.II elenca i fattori di tra- 
scrizione più importanti nella regolazione del meta- 
bolismo. 
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IL RUOLO DEL GLUCOSIO NEL 
CONTROLLO TRASCRIZIONALE 


L’organizzazione del metabolismo energetico 
dipendente dal glucosio e primariamente finalizza- 
ta a mantenere la glicemia entro limiti sufficienti ad 
alimentare le richieste di ATP del sistema nervoso 
centrale, non è solo regolata dall’insulina e dal glu- 
cagone, ma anche da un complesso sistema di con- 
trolli trascrizionali, caratteristici per le due opposte 
situazioni fisiologiche: l’iperglicemia post-prandia- 
le e l’ipoglicemia nel digiuno. 


Regolazione trascrizionale del 
metabolismo da parte del glucosio 


L’entrata del glucosio nelle cellule B delle irsu- 
lae pancreatiche non solo promuove il rilascio dei 
granuli pre-formati contenenti l’insulina, ma induce 
anche la trascrizione del gene dell’insulina. Il fat- 
tore di trascrizione PDX ha un ruolo chiave in que- 
sto processo attraverso /a regolazione dello stato di 
acetilazione della cromatina. In condizioni di ipo- 0 
normo-glicemia (1-3 mM) PDX forma un comples- 
so con la deacetilasi istonica che regola negativa- 
mente il promotore dell’insulina. In condizioni di 
iperglicemia (10-30 mM) il glucosio stimola la fo- 
sforilazione di PDX, la quale perde così la capacità 
di associazione con la deacetilasi e acquisisce la ca- 
pacità di combinarsi con la p300 istone acetiltran- 
sferasi con conseguente attivazione del promotore. 
Tuttavia PDX si coordina anche con altri fattori di 
trascrizione nel regolare la trascrizione del gene 
dell’insulina. La dimostrazione più significativa di 
queste interazioni è data da una forma di iperglice- 
mia ereditaria (autosomica dominante) insulino-in- 
dipendente (MODY, Maturitv Onset Diabetes of the 
Young). Il tipo 3 di questa forma è caratterizzato da 
un progressivo esaurimento della sintesi di insulina 
dovuto a mutazioni di HNF-10, mentre il tipo 4 a 
mutazioni di PDX, e il tipo 6 di un altro fattore tra- 
scrizionale, NeuroD1, che anch’esso lega 11 promo- 
tore dell’insulina. 

Gli effetti dell’insulina sulla trascrizione genica 
sono molteplici e complessi, dati gli effetti pleiotro- 
pici dell’ormone e il controllo che esso esercita sul- 
l’espressione di più di 150 geni. Dal punto di vista 
strettamente metabolico gli effetti dell’insulina so- 
no mediati in gran parte da SREBP-/. L’insulina 
promuove la trascrizione e la maturazione (per 1 
dettagli vedi oltre) di SREBP-1 che a sua volta par- 
tecipa all'aumento di trascrizione di enzimi coin- 
volti nel metabolismo dei carboidrati (glucochinasi) 
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Tabella 34.II 


Fattori di trascrizione coinvolti nel metabolismo 


Fattore di trascrizione Caratteristiche 

Recettori attivati dal proli- PPAR Recettori nucleari principalmente coinvolti nel metabolismo lipidi- 
feratore perossisomale co. Solitamente agiscono come eterodimeri complessati con il re- 
(“Peroxisome Proliferator cettore RXR. Sono descritti 3 membri (0,6,Y). 

Activated Receptors”) 

LX Recettori nucleari principalmente coinvolti nel metabolismo lipidi- 
co, in particolare degli steroli. Solitamente agiscono come etero- 
dimeri complessati con il recettore RXR. Sono descritti 2 membri 
(o, B). 

Recettore X del farnesolo F Recettori nucleari principalmente coinvolti nel metabolismo della 
(“Farnesol X Receptor”) bile. Solitamente agiscono come eterodimeri complessati con il 
Recettore X del retinoide RX Recettore nucleare che forma eterodimeri con PPAR, LXR e FXR. 
(“Retinoid X Receptor”) Agisce anche come omodimero. Sono descritti 3 membri. 


recettore RXR. 
Proteine leganti l'elemento SREBP Appartiene alla famiglia dei fattori di trascrizione “Helix-loop-he- 
di regolazione steroideo 
(“Sterol Regulatory Element 
Binding Proteins”) 


R 
XR 
R 
lix” e regola il metabolismo dei carboidrati e dei lipidi. Sono de- 
“Forkhead box” OX 
NF 
DX 












Recettore X del fegato 
(“Liver X Receptor”) 














scritti 3 membri. 





Sono fattori di trascrizione caratterizzati da un dominio che lega 
il DNA chiamato “winged helix”. Sono coinvolte nella regolazio- 
ne del metabolimo lipidico e dei carboidrati. Sono descritti 17 
membri. 


H È un gruppo eterogeneo di fattori di trascrizione appartenenti a 
varie famiglie. Per esempio HNF-4 è un recettore nucleare coin- 
volto nel metabolismo dei carboidrati e dei lipidi. 








Fattori nucleari dell’epato- 
cita (“Hepatocyte Nuclear 
Factors “) 









Fattore di trascrizione coinvolto specificatamente nello sviluppo 
del pancreas e nella sintesi di insulina. E già localizzato nel nu- 
cleo. 


Fattore-1 “homeobox” 
pancreatico duodenale 
(“Pancreatic duodenal ho- 
meobox factor-1”) 












Appartiene alla famiglia dei fattori di trascizione “Helix-loop-he- 
lix” e lega specifiche sequenze chiamate “Carbohydrate respon- 
sive element”. Agisce come eterodimero con un altro fattore di 
trascrizione della famiglia dei “Basic Leucine Zipper Domain”, de- 
nominato“Max —like protein X”, che conferisce la specificità di le- 
game alla sequenza specifica nel promotore. 


Proteina legante l'elemento 
responsivo ai carboidrati 

(“Carbohydrate responsive 
element binding protein”) 






























Appartiene alla famiglia dei fattori di trascrizione “Basic Leucine 
Zipper Domain”. La fosforilazione dipendente da cAMP favorisce 
il legame con il coattivatore CBP 


Proteina legante l'elemento 
di risposta al CAMP (“cAMP 


ChREBP 
CREB 
response element binding 
protein”) 


Proteina legante l’amplifi- C/EBP 
catore CCAAT 

(“CCAAT/enhancer binding 

protein”) 


Recettore dei glucocorticoi- GR 
di (“Glucocorticoid recep- 
tor”) 















Appartiene alla famiglia dei fattori di trascrizione “Basic Leucine 
Zipper Domain”. Sono stati identificati sei geni di cui 3 (a, B, Y) 
sono implicati nel controllo trascrizionale di vie metaboliche (lipi- 
di, carboidrati, amminoacidi). 









Recettore nucleare caratterizzato da un dominio N terminale re- 
golatorio, da un dominio legante il DNA, da un dominio per il li- 
gando e da un domino C terminale. Agisce come omodimero sia 
con attività transattivante, legando la sequenza “Glucocorticoid 
response element” (5’-GGTACAnnnTGTTCT-3), sia come repres- 
sore legando altri fattori di trascrizione (per esempio AP-1, NfkB) 
impedendone il legame al promotore. 
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e dei lipidi (acido grasso-sintasi). Inoltre l’insulina 
regola negativamente la trascrizione di geni coin- 
volti nella gluconeogenesi (fosfoenolpiruvato car- 
bossicinasi, glucoso-6-fosfatasi). In questo caso 
l’insulina, attraverso la via di segnale della fosfati- 
dil-inositolo-3-chinasi, inibisce la trascrizione me- 
diata da fattori FOX (Tabella 34.II), promuovendo 
la loro uscita dal nucleo e la successiva degradazio- 
ne. 

AI di là degli effetti sulle cellule B del pancreas, 
il glucosio regola la trascrizione di geni coinvolti 
nel metabolismo dei carboidrati e dei lipidi: /a pirz- 
vato chinasi epatica, l’acido grasso sintasi e l’ace- 
til CoA carbossilasi. Questo effetto è mediato da 
ChREBP. Questo fattore di trascrizione in condizio- 
ni di normo- o ipo-glicemia è fosforilato con un 
meccanismo mediato dall’attivazione della proteina 
chinasi A, attivata dal glucagone e dall’adrenalina, 
e rimane nel citoplasma. In iperglicemia un inter- 
medio del ciclo dei pentosi, lo xi/u/oso-5-fosfato, 
attiva un’isoforma della proteina fosfatasi-2, che ne 
defosforila la Ser 196, permettendo la sua trasloca- 
zione nel nucleo, e successivamente la Thr 666, fa- 


O 


Fosfatidil-inositolo- d 
3-chinasi 


Fox 


Gluoconeogenesi 





cilitando così il legame al promotore. Si viene per- 
tanto a creare una situazione in cui l'abbondanza di 
glucosio-tramite il ciclo dei pentosi- mette in condi- 
zioni ottimali la via lipogenetica producendo 
NADPH e aumentando la quantità dell’acido gras- 
so sintasi e dell’acetil CoA carbossilasi. 


L’ipoglicemia induce uno specifico programma 
trascrizionale a livello epatico mediato sia dal glu- 
cagone che dall’adrenalina e il conseguente aumen- 
to dei livelli di cAMP. La risposta trascrizionale 
media l’aumento della gluconeogenesi e l’inibizio- 
ne della glicolisi e della lipogenesi. La proteina chi- 
nasi A, attivata dal CAMP, fosforila CREB il quale, 
legandosi al co-attivatore CBP, induce l’espressione 
di enzimi della gluconeogenesi quali la glucosio-6- 
fosfato-fosfatasi e la fosfoenolpiruvato-carbossichi- 
nasi. La CBP è inoltre essenziale nello spegnere lo 
stimolo gluconeogenetico. Infatti l’insulina ne in- 
duce la fosforilazione, impedendole di legare 
CREB, interrompendo così la trascrizione dei geni 
bersaglio. 


TR 
di 


VIRA tifa > tn 
- Cluiicsnci 
| Gil cosi lo) 


bs AI? < 





atti 


—T>|SREBP-1C Senesi >» 


Glucosio-6-P 


Acidi grassi Xilulosio-5-P 
poliinsaturi 
Proteina 
fosfatasi 


O 

O j® 
d Glucolisi 
Lipogenesi 


Figura 34.3. Azione dell’insulina e dell’iperglicemia sulla regolazione dell'espressione di geni co- 
involti nel metabolismo dei carboidrati e dei lipidi. 


L'insulina, interagendo con il suo recettore, attiva la via della fosfatidil-inositolo-3-chinasi da cui dipende sia l’inibizio 
ne dell'attività trascrizionale di FOX, e la conseguente inibizione della gluconeogenesi, sia l'attivazione di SREBP. |, 

SREBP-1c promuove la trascrizione della glucochinasi e di enzimi della glicolisi e della lipogenesi. Le alte concentro 
zioni di glucosio aumentano la produzione di xiluloso-5-fosfato, responsabile dell'attivazione della proteina fosfatasi 
2. Quest'ultima, defosforilando ChREBP ne promuove l’attività trascrizionale nei riguardi sia di enzimi lipogenici che 
glicogenici (per dettagli vedere il testo). Gli acidi grassi poliinsaturi inibiscono le attività trascrizionali di ambedue | fot 


tori di trascrizione (per dettagli vedere il testo). — 


: effetto inibitorio +: effetto attivatorio. 


CONTROLLO TRASCRIZIONALE 
DEL METABOLISMO LIPIDICO 


Nel corso dell’evoluzione la capacità degli orga- 
nismi viventi di conservare l’energia sottoforma di 
acidi grassi nel tessuto adiposo ha permesso la com- 
parsa di specie capaci di vivere per molti anni, in 
quanto non necessariamente legati alla disponibili- 
tà quotidiana dei nutrienti. Pertanto l’attività delle 
vie metaboliche che portano alla sintesi di lipidi so- 
no strettamente dipendenti dallo stato nutrizionale. 
Una dieta ricca di carboidrati stimola la via glicoli- 
tica e successivamente quella lipogenica, mentre il 
digiuno o una dieta ricca in lipidi riduce tali vie. Si 
sono pertanto creati meccanismi di controllo tra- 
scrizionale a lungo termine estremamente comples- 
si che vedono coinvolti fattori di trascrizione che 
co-regolano il metabolismo degli acidi grassi, del 
colesterolo e delle lipoproteine e che coordinano ta- 
li vie con il metabolismo dei carboidrati. 


Il metabolismo degli acidi grassi 


I fattori di trascrizione più importanti nella sin- 
tesi degli acidi grassi sono SREBP e ChREBP 
(Tabella 34.III). I membri della famiglia SREBP so- 
no essenziali regolatori della sintesi degli acidi 
grassi e del colesterolo. In particolare SREBPIlc 
partecipa alla regolazione della sintesti degli acidi 
grassi, mentre SREBP-2 a quella del colesterolo. 
Queste proteine vanno incontro ad un processo di 
maturazione e di attivazione mediato dai livelli di 
colesterolo. Sono legate alla superfice esterna del 
reticolo endoplasmatico e formano un complesso 
con una ciaperonina SCAP. Il complesso SCAP- 
SBREBP è trattenuto nel reticolo endoplasmatico 
da una proteina transmembrana chiamata ‘/nsulin- 
signaling protein”, che è un sensore dei livelli del 
colesterolo. Alte concentrazioni di colesterolo sta- 
bilizzano il complesso SCAP-SBREBP sulla super- 
ficie del reticolo endoplasmatico, mentre a basse 
concentrazioni lo stesso complesso si sposta nel 
Golgi dove SREBP va incontro a due successivi ta- 
gli proteolitici catalizzati rispettivamente da una se- 
rina- e da una metallo-proteasi (Fig. 34.4). La for- 
ma matura è veicolata nel nucleo dove svolge la 
propria attività trascrizionale. SREBP-/c attiva il 
promotore dell’acido grasso sintasi e delle saturasi 
ed elongasi coinvolte nel processo di allungamento 
e di insaturazione degli acidi grassi. Oltre ad essere 
attivato post-traslazionalmente dal colesterolo, la 
trascrizione di SREBP-1c è aumentata dall’insuli- 
na. Enzimi chiave della sintesi degli acidi grassi 
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Controllo da parte dei fattori di trascrizione del meta- 
bolismo del glucosio e degli acidi grassi nel fegato. 
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(acido grasso sintasi, acetil-CoA carbossilasi e ATP- 
citrato liasi) sono attivati trascrizionalmente anche 
da ChREBP. Si crea pertanto un’azione sinergica in 
stato di alimentazione tra l’effetto dell’insulina a 
quello di SREBP-1c, che, come visto sopra, pro- 
muove la trascrizione della glucochinasi. Il gluco- 
s10-6-fosfato non solo alimenta la gluconeogenesi, 
ma attraverso il ciclo dei pentosi, promuove la sinte- 
si di xiluloso-5-fosfato, che attiva ChREBP. I due 
fattori di trascrizione in modo sinergico regolano la 
risposta dei geni lipogenici al carico di glucosio e di 
insulina (Fig. 34.3). E importante inoltre ricordare 
come SREBP-1c aumenta la trascrizione degli enzi- 
mi coinvolti nella fase ossidativa del ciclo dei pen- 
tosi (glucosio-6-phosfato-deidrogenasi, 6-fosfoglu- 
conato-deidrogenasi) necessari a generare il 
NADPH richiesto per le reazioni di riduzione previ- 
ste nella sintesi degli acidi grassi e del colesterolo. 

L'attività trascrizionale di SREBP-lc e di 
ChREBP è regolata negativamente dagli acidi gras- 
si poliinsatuturi i quali sia aumentano il turnover 
degli specifici mRNA sia ne modificano le attiva- 
zione post-traduzionali precedentemente descritte 
(proteolisi di SREBP-1c e fosforilazione di 
ChREBP). Pertanto gli acidi grassi introdotti con la 
dieta o liberati dal tessuto adiposo durante il digiu- 
no regolano il metabolismo lipidico. 

La famiglia di fattori di trascrizione PPAR contri- 
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Figura 34.4 SREBP è una proteina transmembrana legata alla proteina SCAP. A bassi livelli di co- 
lesterolo il complesso SCAP-SBREBP è presente nel reticolo endoplasmatico legato alla proteina 
“Insulin-signaling protein” (INSP), sensore dei livelli di colesterolo 
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Ad alte concentrazioni citoplasmatiche di colesterolo trasloca al Golgi. Nel Golgi è sottoposta a due successive pro- 
teolisi per liberare la forma matura contenente il motivo “Helix-loop-Helix”, che lega sequenze specifiche sui promo- 


tori dei geni bersaglio. 


buisce anch’essa al metabolismo dei lipidi. PPARO e 
PPARY sono rispettivamente bersagli dei fibrati e dei 
tiazolidinedioni. I primi, attivando PPARO, promuo- 
vono l’ossidazione degli acidi grassi (e sono per que- 
sto utilizzati nel trattamento delle ipertrigliceride- 
mie); i secondi, attivando PPARY, aumentano la sen- 
sibilità all’insulina del fegato, del muscolo scheletri- 
co e del tessuto adiposo e trovano impiego nella te- 
rapia del diabete di tipo II. Fisiologicamente i PPAR 
sono attivati dagli acidi grassi e dai prostanoidi. 
PPARO e PPARS hanno un ruolo prevalente nel- 
l’ossidazione degli acidi grassi. Infatti PPARO pro- 
muove la sintesi di: i) geni coinvolti nel trasporto 
degli acidi grassi attraverso le membrane, ii) l’acil- 
tioesterasi, iii) l’acil-CoA sintetasi, iv) la lipoprotei- 
na lipasi endoteliale, v) la carnitina palmitoil-tran- 
sferasi, enzima limitante della beta-ossidazione, vi) 
l’idrossimetil-glutaril-CoA reduttasi mitocondriale 
coinvolto nella chetogenesi, vii) l’acil-CoA ossida- 
si coinvolta nell’ossidazione degli acidi grassi nei 
perossisomi. PPARò promuove l’espressione del- 
l’acil-CoA deidrogenasi a catena lunga, della lipasi 
ormone sensibile, e delle proteine mitocondriali 
UCP ad attività disaccoppiante. PPARo ha anche 
un'attività sul metabolismo delle lipoproteine e rap- 
presenta un legame tra metabolismo delgi acidi 
grassi e del colesterolo. Infatti aumenta la trascri- 
zione della lipoproteina lipasi e inibisce la trascri- 
zione di apoCIII, inibitore della lipoproteina lipasi. 
Inoltre aumenta la trascrizione di apoAI e apoAll, 
due proteine importanti nell’assemblaggio delle 
HDL, destinate a trasportare il colesterolo al fegato. 


Pertanto l’effetto attivante la B-ossidazione da par- 
te di PPARO associato all’induzione di uno specifi- 
co profilo di lipoproteine contrasta con gli effetti 
aterogenici indotti dall’ipertrigliceridemia e dai 
bassi livelli di HDL. 

Questa famiglia di fattori di trascrizione ha an- 
che un ruolo anabolico. PPARY riveste un ruolo es- 
senziale nei meccanismo di differenziazione degli 
adipociti. Nel tessuto adiposo adulto la trascrizione 
di PPARy aumenta nel periodo post-prandiale e pro- 
muove la trascrizione delle proteine che mediano il 
trasporto degli acidi grassi e di lipoproteine, dell’a- 
cil-CoA sintetasi, la fosfoenolpiruvato carbossichi- 
nasi e della lipoprotein lipasi endoteliale con il ri- 
sultato finale di promuovere la deposizione degli 
acidi grassi e di ridurre la concentrazione di lipidi 
plasmatici. 

Infine la sintesi degli acidi grassi è anche rego- 
lata dal fattore di trascrizione nucleare LXR, mag- 
giormente coinvolto nella regolazione del cataboli- 
smo del colesterolo (vedi oltre). Infatti LXKR media 
la trascrizione di SREBP-lc e di altri enzimi diret- 
tamente coinvolti nelle sintesi lipidiche, quali l’aci- 
do grasso sintasi. 


II metabolismo del colesterolo 


I fattori di trascrizione che regolano la sintesi e 
il catabolismo del colesterolo sono SREBP-2 e 1 re 
cettori nucleari LKR e FXR (Fig. 34.6). Con il mec 
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Figura 34.5 Dopo i pasti si osserva un aumento 
della trascrizione di PPARg il quale a sua volta 
aumenta quella della lipoproteina lipasi endo- 
teliale, dei trasportatori di membrana per gli 
acidi grassi CD36, della “fatty acid transport 
protein”, dell’acil CoA sintetasi, e della fosfoe- 
nolpiruvato carbossicinasi. Il risultato finale è 
la facilitazione dell'accumulo dei trigliceridi. 
DHAP: diidrossiacetonfosfato 





canismo illustrato nella Fig. 34.4, bassi livelli di co- 
lesterolo portano alla attivazione di SREBP-2, il 
quale attiva a sua volta la trascrizione dei principa- 
li enzimi coinvolti nella sintesi del colesterolo (l’a- 
cetoacetil-CoA tiolasi, l’idrossil-metil glutaril-CoA 
sintetasi, la farnesil-pirofosfato sintetasi, la squale- 
ne sintetasi, la lanosterolo 140-demetilasi) e in par- 
ticolare quella della l’idrossil-metil glutaril-CoA ri- 
duttasi. Inoltre SREBP-2 promuove la trascrizione 
del recettore per le LDL, così inducendo non solo la 
loro sintesi, ma anche il loro utilizzo periferico. 

Il catabolismo del colesterolo prevede da un la- 
to la disponibilità di adeguati sensori capaci di se- 
gnalarne l’eccesso, dall’altro di meccanismi che 
promuovano sia la produzione di acidi biliari che i 
meccanismi di esportazione dai tessuti periferici al 
fegato e dal fegato all’intestino. Il sensore del cata- 


bolismo del colesterolo è LXR, attivato da alte con- 
centrazioni di ossisteroli. LXR contribuisce al tra- 
sporto del colesterolo aumentando la trascrizione di 
membri della famiglia definita “ATP binding cas- 
sette” (ABC). Nei tessuti periferici e in particolare 
nei macrofagi, LXR promuove la trascrizione di 
due ABC: ABCAI e ABCGI, ambedue coinvolte 
nella formazione delle HDL. ABCAI1 - le cui muta- 
zioni sono all’origine della malattia di Tangier - 
espressa sulla superficie cellulare lega l’apoprotei- 
na A-I e promuove l'’efflusso del colesterolo for- 
mando della HDL nascenti, le quali sono successi- 
vamente rimaneggiate in HDL mature da parte del- 
la lecitina:colesterolo acil-transferasi. Il secondo 
trasportatore, ABCGI, scarica direttamente il cole- 
sterolo sulla HDL mature. Dalle HDL la ‘“co/estery/ 
ester transfer protein”, un altra proteina regolata 
positivamente da LXR, trasferisce il colesterolo 
esterificato alle VLDL e alle LDL, le quali sono 
successivamente internalizzate dal fegato mediante 
il recettore per le LDL. È possibile anche Ipotizza- 
re la presenza di uno ‘’scavenger receptor" che an- 
che nell’uomo, come in altri mammiferi, permetta 
l’entrata diretta delle HDL nel fegato (Fig. 34.7). A 
livello gastroenterico, LXR aumenta la trascrizione 
di ABCGS5 e ABCG8 che favoriscono l’uscita degli 
steroli dagli epatociti alla bile e dall’epitelio inte- 
stinale al lume. L’incapacità dell’epitelio intestinale 
di rimuovere i fitosteroli introdotti dalle dieta a cau- 
sa di mutazioni di questi due trasportatori è respon- 
sabile della sitosterolemia, una malattia caratteriz- 
zata da aterosclerosi precoce e da xantomatosi. 

A differenza dei roditori in cui LXR promuove 
anche la sintesi degli acidi biliari promuovendo la 
trascrizione del citocromo P450 7a-idrossilasi 
(CYP7A) enzima limitante la conversione del cole- 
sterolo in acidi biliari, nell'uomo LXR contribuisce 
prevalentemente a//’eliminazione degli acidi biliari 
e riduce /'assorbimento del colesterolo. 

Il fattore FXR ha un effetto opposto a quello del 
LXR e inibisce la sintesi degli acidi biliari e la lo- 
ro escrezione. La sua attività è mediata dalla repres- 
sione trascrizionale. L'espressione costitutiva di 
CYP7A nel fegato dipende dal fattore nucleare 
LRH.I, che lega una specifica sequenza nel promo- 
tore. FXR lega gli acidi biliari, attivandosi, e pro- 
muove la trascrizione di una proteina ‘short hetero- 
dimer partner” (SHP-1), la quale sostituisce LRH- 
1 bloccando sia la trascrizione di CYP7A che della 
colesterolo 120-idrossilasi (CYP8B1), anch’essa 
coinvolta nella sintesi degli acidi biliari. 

La sintesi degli acidi biliari è seguita alla coniu- 
gazione con taurina o glicina. L'aumento di idrofi- 
lia è necessaria per la regolazione della circolazio- 
ne enteroepatica e per evitare l’accumulo di bile ne- 
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Figura 34.6 Ruolo della trascrizione nel controllo del metabolismo del colesterolo epatico e inte- 
stinale 
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La sintesi del colesterolo è regolata da SREBP-2 che attiva la trascrizione di numerosi enzimi coinvolti nella sintesi quan- 
do le concentrazioni dello stesso colesterolo sono basse. LXR attiva la rimozione del colesterolo in presenza di alte con- 
centrazioni epatiche di ossisteroli. Le attività sono molteplici: 1) aumenta la trascrizione di trasportatori (ABCG5 e 


ABCG8) degli acidi biliari con conseguente escrezione nelle vie biliari. l'aumentata escrezione sposta l'equilibrio fa- 
vorendo il catabolismo del colesterolo; 2) aumenta la trascrizione di CEPT, la proteina trasportatrice che permette il 
passaggio degli esteri del colesterolo dalle HDL e alle LDL che sono poi metabolizzate dal fegato promuovendo così 
la rimozione del colesterolo dagli organi periferici; 3) aumenta la trascrizione del recettore delle LDL. A livello intesti- 
nale aumenta la trascrizione di trasportatori ABCG5 e ABCG8 con conseguente escrezione degli acidi biliari e degli 


steroli assorbiti dagli enterociti. 


FXR influenza negativamente il metabolismo degli acidi biliari a) con attività repressoria sulla trascrizione della 7- e 
della 120- colesterolo-idrossilasi; b) bloccando il riassorbimento a livello sia intestinale che epatico degli acidi biliari 


e inibendo la trascrizione dei trasportatori IBAT e NTCP; c) 


mentando la trascrizione del trasportatore ABCBI |. 


gli epatociti. FXR promuove la trascrizione di due 
trasportatori ABC che sono espressi sulla membra- 
na dell’epatocita rivolta alle vie biliari: ABCB// e 
ABCBA. Mutazioni di questi due trasportatori sono 
responsabili rispettivamente delle co/estasi familia- 
ri di tipo II e III. ABCBI1 promuove l’uscita di aci- 
di biliari mentre ABCBA4 di fosfolipidi, contribuen- 
do a raggiungere i corretti rapporti tra queste due 
specie molecolari nella bile. Infine FXR inibisce il 


favorendo la secrezione dall’epatocita alle vie biliari au 
azione inibitoria. 


riassorbimento degli acidi biliari sia dal lume inte- 
stinale e dal circolo portale. Nel primo caso blocca 
la trascrizione del trasportatore ileale di acidi bilia- 
ri (IBAT); nel secondo caso un co-trasportatore s0- 
dio-dipendente del taurocolato di sodio (NICP). 
Pertanto FXR svolge due funzioni: 1) mantenimen- 
to dell’omeostasi biliare, ii) prevenzione della tos- 
sicità biliare sull’epatocita, 
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CONTROLLO TRASCRIZIONALE 
DEL METABOLISMO DEGLI 
AMMINOACIDI E DELLE PROTEINE 


Nei paesi occidentali la dieta a contenuto protei- 
co raccomandato fa si che la degradazione degli 
amminoacidi copra il 10-15% del fabbisogno ener- 
getico attraverso la gluconeogenesi e la sintesi di 
corpi chetonici. Lo scheletro carbonioso utilizzato 
per la produzione di energia, proviene dalla deami- 
nazione degli aminoacidi con conseguente accumu- 
lo nel citoplasma di NHy'. Lo ione è successiva- 
mente trasportato al fegato come glutammato e glu- 
tammina dove è detossificato attraverso il ciclo del- 
l’urea. La regolazione di queste tappe metaboliche 
prevede sia controlli a breve termine quali la dispo- 
nibilità di substrati e meccanismi allosterici, sia 
controllo trascrizionale di quelle tappe coinvolte 
nell’adattamento a lungo termine. 


"i 








Figura 34.7 


LXR promuove la rimozione di colesterolo 
dai tessuti periferici aumentando la trascri- 
zione di due trasportatori specifici ABCA], 
deputato a trasportare colesterolo e fosfoli- 
pidi su ApoA-| per formare le HDL nascenti, 
e ABCGI che trasferisce il colesterolo sulle 
HDL mature. LXR induce inoltre la trascrizio- 
ne epatica di CEPT (proteina trasportatrice 
degli esteri del colesterolo), che trasferisce 
gli esteri del colesterolo sulle VLD o LDL, le 
quali sono poi assorbite dal fegato tramite i 
recettori delle LDL, la cui trascrizione è an- 
ch’essa promossa da LXR. 





Regolazione trascrizionale del ciclo 
dell’urea 


Il controllo epatico a breve termine della sintesi 
dell’urea successivo a sovraccarico acuto di compo- 
sti azotati dipende dalla disponibilità di substrati e 
della sintesi nel mitocondrio del N-acetil-glutam- 
mato, effettore allosterico della carbamoilfosfato 
sintetasi I (CPS-1). Le modificazioni a medio e lun- 
go termine delle capacità di formare urea dipendo- 
no da cambiamenti del tipo di dieta e del suo conte- 
nuto in proteine e sono indotte, attraverso regola- 
zione trascrizionale dei cinque enzimi del ciclo: 
CPS-I, ornitina transcarbammilasi (OTC), argini- 
nasuccinato sintetasi (ASS), argininasuccinato liasi 
(ASL) e arginasi. Il controllo trascrizionale del ciclo 
dell’urea è esercitato prevalentemente dall’insuli- 
na, dal glucagone, dai glucocorticoidi e da tre fat- 
tori di trascrizione: HNF4a, PPARa e C/EBPa 
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Figura 34.8 Regolazione trascrizionale del ciclo dell'urea 


CPS-1, ornitina transcarbammilasi (OTC), argininasuccinato sintetasi (ASS), argininasuccinato liasi (ASL). 


(Fig. 34.8). C/EBPa ha un ruolo attivante su tutti 
gli enzimi del ciclo, mentre PPARO esercita un ruo- 
lo repressorio sull’intero ciclo fatta eccezione l’ar- 
ginasi. La trascrizione di OTC è anche aumentata 
da HNF4a. 

I glucocorticoidi, che come ormoni dello stress 
promuovono il catabolismo delle proteine e la glu- 
coneogenesi, riconoscono specifiche sequenze sui 
promotori della CPS-1 e dell’arginasi. Tuttavia la 
risposta ai glucocorticoidi richiede la presenza di 
C/EBPa. I glucocorticoidi aumentano la trascrizio- 
ne di PPARO, un inibitore del ciclo, dimostrando 
come la sua regolazione sia frutto di equilibri dina- 
mici tra meccanismi attivanti e inibenti. 


Regolazione trascrizionale della 
sintesi di glutammina 


La glutammina partecipa al catabolismo degli 
amminoacidi, essendo il maggior trasportatore al 
fegato dei gruppi NH; generati dal catabolismo pe- 
riferico degli amminoacidi, nonché è precursore di 


alcuni amminoacidi e delle basi azotate. Inoltre nel 
sistema nervoso centrale la produzione di glutam- 
mina previene anche l’effetto tossico della NH;. 
Oltre alla regolazione allosterica e a quella covalen- 
te, la glutammina sintetasi è anche regolata tran- 
scrizionalmente in particolare dal recettore per i 
glucocorticoidi. L’azione dei glucocorticoidi inter- 
viene particolarmente nelle situazioni di ipercatabo- 
lismo o di importanti traumi come risposta alla de- 
gradazione degli amminoacidi nel muscolo. Questa 
attività contribuisce inoltre a spiegare gli effetti 
esercitati sulla massa muscolare dalla terapia pro- 
tratta con farmaci corticosteroidei. A livello epatico 
il controllo trascrizionale attraverso il sistema cade- 
rina B-catenina è responsabile del gradiente di 
espressione dell’enzima con un arricchimento negli 
epatociti prossimali alla vena centrale del lobulo 
epatico. Inoltre, l’attività trascrizionale è aumentata 
dall’insulina e dai glucocorticoidi attraverso il re- 
cettore nucleare specifico per i glucocorticoidi € 
C/EBP. 

A livello epatico la disponibilità di glutammina 
è anche regolata dal punto di vista trascrizionale 
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dalla glutamminasi, le cui concentrazioni sono au- 
mentate durante il digiuno, il diabete e le diete ric- 
che in proteine. In questo caso l’attività è regolata 
dai segnali dipendenti da cAMP, che attiva lo speci- 
fico fattore trascrizionale CREBP, e dai glucocorti- 
coldi. 
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- cinnamico, 733 

- cisteico, 400 

- citidilico, 101 

- colanico, 34 

- colico, 34, 380 


- deossicolico, 34 

- deossiribonucleici (DNA), 99 

- dicarbossilici (0 aldarici), 8 

- docosaesaenoico (DHA), 23 

- eicosapentanoico (EPA), 23, 667, 
669, 673 

- epossieicosatrienoico (EET), 899 

- erucico, 24 

- fenilpiruvico, 414, 879 

- fitanico, 26, 347, 348, 761 

- folico, 192 

- - chimica, 192 

- - coenzima dell’, 192 

- - deficienza 

- - distribuzione 

- - fabbisogno 

- folinico 

- fosfatidico, 27, 562 

- - fosfatasi (fosfodiesterasi), 369 

- fosfotungstico, 54 

- galattarico, 9 

- galattonico, 9 

- gallico, 733 

- Yamminobutirrico (GABA), 43, 
392 

- glicocolico, 34 

- gluconico, 8, 9 

- glucuronico (GIcA), 10 

- - formazione dell’, 312 

- grassi, 21 

-- a numero dispari di C, ossidazio- 
ne degli, 348 

- - allungamento della catena degli, 
360 

- - attivazione degli, 338 

- - biosintesi degli, 354 
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- - ciclo ossigenasi degli, 671 

- - desaturazione degli, 361 

- - essenziali, 708 

- - insaturi, 23 

- - B-ossidazione degli, 341, 343, 

344 

- - lipoossigenasi degli 

- - X- ossidazione degli, 347 

- - ©-ossidazione degli, 348 

- - polinsaturi, 23 

- - regolazione della sintesi degli 

- - saturi, 22 

- grasso sintasi, 185 

- guanilico, 101 

- guanilicociclico, 3’-5°-cGMP 
(CGMP) 

- laluronico, 16 

- ialuronico sintasi (HAS), 948 

- iduronico (Glcl), 16, 515 

- inosinico, 101 

- ippurico, 398 

- Jaluronico, (vedi acido ialuroni- 
co), 16 

- kainico, 867 

- L-gulonico, 313 

- lattico, 277 

- laurico, 22 

- lignocerico, 22 

- linoleico, 23, 171 

- a-linolenico, 171 

- limolenico, 23 

- lipoico, 182 

- lisofosfatidico, 363 

- litocolico, 34 

- 3-metossi-4-ossimandelico, au- 
mento urinario dell’ 

- miristico, 22 

- monoiodoacetico, 131 

- muramico, 10 

- N-acetilneuraminico (NeuAc), 11 
SS 

- N-carbamilisobutirrico, 443, 444 

- N-carbamilpropionico, 443, 444 

- N-glicolilneuraminico (NeuGc), 
10, 315 

- nicotinico, 177, 416 

- - fosforibosiltransferasi, 179 

- nitroso, 455 

- oleico, 23 

- omo-yY-linolenico, 23, 669 

- omogentisinico, 413 

- orotico, 397 

- ossinervonico, 25 

- p-amminobenzoico, 192 

- p-idrossibenzoico, 733 
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- palmitico, 22 

- pantoico, 183 

- pantotenico, 183 

- - chimica dell’, 183 

- - deficienza dell’, 185 

- - fabbisogno dell’, 185 

- paramminobenzoico (PABA), 191 

- perclorico, 54 

- piridossico, 186 

- polisialico (PSA), 545 

- pristanico, 347 

- propionico, 22 

- prostanoico, 668 

- protocatecucico, 733 

- retinoico, 161, 576, 622 

- ribonucleici (RNA), 99 

- - biosintesi degli, 464, 467, 468, 
471, 472 

- - degradazione degli, 475 

- rosmarinico, 733 

- sialico, 10, 30, 515 

- Stearico, 22 

- taurocolico, 34 

- tetraiodotireoacetico (TETRAC), 
650 

- timidilico, 101 

- tricloroacetico, 54 

- trilodotireoacetico, 650 

- urico, 150, 440 

- uridilico, 101 

- urocanico, 392 

- valproico, 865 

- xanturenico, 189, 416 

Acidosi, 918-924 

Aciduria 

- chetosica dicarbossilica, 348 

- orotica, 397, 435 

1-acil-2-arachidonilglicerolo 
(DAG), 684 

Acil Carrier Protein (ACP), 183 

Acil-CoA, 351 

- l-acil-lisofosfolipide aciltransfera- 
s1, 368 

- 2-acil-lisofosfolipide aciltransfera- 
s1, 368 

- carnitina transferasi 

--I, 204 

- - II, 204 

- colesterolo acil transferasi 
(ACAT), 379 

- deidrogenasi, 234, 341 

- desaturasi, 361 

- ossidasi, 344 

- retinolo acil-trasferasi, 161 

- sintetasi, 338,339 


Acilgliceroli, 26 

Acilsfingolo, 29 

Acondrogenesi di tipo B(ACGB), 
531 

Acondroplasia e displasia tanato- 
forica, 934 

Acondroplasie, 935 

Aconitasi, 290 

Acqua metabolica, 148, 708 

Acquaporine (AQ), 917 

Acromegalia, 637 

Acrp30, 888 

ACTH, 640 

Actina-F, 784 

Actina, 782 

o-actinina, 585, 785 

B-actinina, 786 

Yy-actinina, 786 

Actinomicina D, 126, 467, 621 

Actomiosina, 790 

Adattamento indotto, teoria dell’, 122 

Addison, morbo di, 658 

Adducina, 824 

Adenil-succinato 

- liasi, 437 

- sintetasi, 437 

Adenilato 

- chinasi, 792 

- ciclasi, 307 

- deaminasi, 393 

- succinasi, 436 

Adenilato transferasi, 184 

Adenilsuccinato, 437, 444 

Adenina, 100 

- fosforibosiltransferasi, 440 

Adenocarcinoma della mammella, 
623 

Adenoma dell’ipofisi, 623 

Adenosilfosfosolfato (APS), 515 

Adenosina, 899 

- deamminasi, 440, 792 

Adenosindifosfato (ADP), 102 

Adenosinmonofosfato (AMP), 102 

Adenosintrifosfato (ATP), 102 

Adesività cellulare, 544 

ADHI-ADHS, 769-771 

Adinamia muscolare, 340 

Adipo Q, 888 

Adipochine, 886 

Adipociti, 882 

Adiponectina, 889 

Adipsina, 888 

ADP, 102 

ADP-glucosio, 308 

ADP-ribosilazione, 180, 565 
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ADP-ribosilciclasi, 180 

ADP-ribosiltransferasi, 179 

ADP-ribosio, 179 

- ciclico, 562 

Adrenalina, 652 

- azione metabolica dell’, 654 

- metabolismo dell’, 653 

Adrenodoxina, 661 

Adrenoleucodistrofia, 347 

Agarosio, 57 

AGE, (advanced glycation end-pro- 
ducts), 82 

Agenti apoptotici, 606 

Agenti-segnale, 558 

Agglutinine, 827 

Aggrecano, 526, 950 

Aglicone, 8 

AGO: proteine della famiglia 
Argonauta, 477 

Agrina, 955, 960 

B-alanina, 43, 392, 443 

Alanina, 40 

- sintesi dell’, 389 

4 transamingei 395 

Albinismo, 416 

Albumina, 53, 68, 150 

Alcalosi, 94, 923 

Alcaptonuria, 415 

Alchenilfosfatidi, 28 

1-alchil-2-acilglicerolo, 365 

1-alchil DHAP sintetasi, 365 

Alchil 

- DHAP reduttasi, 365 

- glicerofosfato aciltransferasi, 365 

Alcol 

- (etanolo) nel sangue, 154 

- decarbossilasi, 280 

- deidrogenasi, 280, 769 

Alcolismo, 181 

Aldeide 

- 3-fosfoglicerica, 273 

- 3-metossi-4-idrossimandelica, 653 

- deidrogenasi mitocondriale 
(ALDH), 771 

- glicerica, 4 

- trans-2-esadecenale, 373 

Aldolasi, 124, 273, 274 

Aldosi, 4 

Aldoso reduttasi, 315 

Aldosterone, 656, 657 

Alfabeto proteico, 39 

All-racemic (all-rac) a-tocoferolo, 168 

Allisina, 70 

Allopurinolo, 134, 442 

Allosterismo, 135 


Alogenazione, 25 

Alzheimer, 

- malattia/morbo di, 548 

Amadori, prodotto di, 82 

o-amanitina, 467 

Amido, 14 

Amidofosforibosiltransferasi, 435 

Amilasi, 14 

- pancreatica, 266 

- salivare, 266 

Amiloide-}, 548 

Amiloidosi, 498 

Amilopectina, 14 

Amiloride, 915 

Amilosio, 14 

o-amminoadipato, 404 

y-amminobutirrato (GABA), 409 

Amital, 233 

Ammine biogene, 392 

Amminoacidi 

- a catena ramificata, 40 

- acidici, 42 

- assorbimento degli, 386 

- aventi residui polari, 41, 42 

- aventi residui apolari, 40 

- basici, 42 

- bicarbossilici, 142 

- chetogenici, 388 

- C-terminali, 49 

- decarbossilazione degli, 392 

- essenziali, 708 

- glucogenici, 284, 388 

- in diagnostica, 48 

- N-terminali, 49 

- neutri, 41 

- non essenziali, 708 

- non proteici, 43 

- ormoni derivati degli, 647 

- postsintetici, 42 

- proprietà elettrochimiche degli, 43 

- trasportatori degli, 386 

Amminoacido ossidasi, 390 

- flaviniche, 390 

Amminoacidurie, 913 

Amminoacil-tRNA sintetasi, 482 

- di classe 

-- 1, 482 

- - 11, 483 

Amminopeptidasi, 386, 490 

B-amminopropio-nitrile, 508 

Amminopterina, 197 

Amminotransferasi, 389 

Amminozuccheri (vedi esosammi- 
ne), 10 

Ammoniaca, 393 
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- destino metabolico della, 393 

- ematica, 397 

AMP, 102 

- ciclico (CAMP), 562 

- deamminasi, 792 

Amplificazione 

- del DNA, 461 

- enzimatica, 566 

AMPK, 594 

Anabolismo, 763 

Analbuminemia, 334 

Analfalipoproteinemia, 336 

Anaplerosi, 742 

Anchirina, 785, 825 

Àncora glicanofosfoinositidica 
(GPI), 75 

Andersen, morbo di, 311 

Androgeni, 662 

Androstano, 33 

Androstene, 33 

Androstenedione, 658, 660, 664 

Androsterone, 658 

Anemia, 164 

- ferro priva, 423 

- macrocitica megaloblastica, 196 

- megaloblastica, 201 

- microcitica ipocromica, 188 

- per insufficienza renale cronica, 
926 

- perniciosa, 160, 197, 829 

Anfinsen, principio di, 65, 490 

Angiocheratomatosi, 538 

Angiogenesi, 902 

Angiotensina, 622 

- I, 924 

- II, 622, 917, 924 

Angiotensinasi, 624 

Angiotensinogeno, 924 

Anidrasi carbonica, 93, 118 

- II, 921 

- IV, 921 

Anidride carbonica, trasporto dell’, 
93 

Anione superossido, 148, 720 

Anioni, trasporto di, 242 

Anodo, 45 

Anomeri, 6 

Anossia, 806, 807 

Anse di Henle, 906 

Antecedente della tromboplastina, 
834 

Anti-apoptotici, Bcl-2/Bcl-XL, 610 

Antibiotici polipeptidici, 5 | 

Anticodone, 463 

Anticorpi, 54, 78 
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- catalitici, 141 
- monoclonali, 57 
- specifici, 504 
Antifolati, 197 
Antifolici, 133 
Antigeni 7I, 78, 504 
- carcino-embrionale (CEA), 814 
- linfoidi, 540 
- saccaridici, 215 
Antimicina A, 234,235 
Antiossidanti, 150 
Antiplasmina, 814 
Antiporto, 220, 242 
- Ca2, 572 
- NHE-3, 915 
Antitripsina (C1-AT), 814 
Antitrombina 
- (AT-II1), 814 
- III, 834, 955 
Antivitamina K, 171 
Antivitamine, 160 
Apo 2L (“Apoptosis ligand 2”°), 608 
Apoenzima, 124 
Apoferritina, 422 
Apolipoproteine, 325 
Apoptosi, 511, 558, 606 
Apoptosoma, 610 
Appaiamento delle basi puriniche e 
pirimidiniche, 109 
Apparato 
- del Golgi, 372, 517, 520, 542, 589 
- iuxtaglomerulare, 924 
Aptene, 79 
Aptocorrina, 200 
Aptoglobina, 427 
Aptoglobine (Hp), 814 
Aquaporina, 917 
Ara operone, 500 
Arabinosio isomerasi, 500 
Arabinoxilani, 732 
ARE (AU-rich-element), 476 
Aree di adesione focale, 585 
Arg-tRNA-proteina arginina tran- 
sferasi, 509 
Arginasi, 396 
Arginina, 42 
Argininosuccinato 
- lasi, 396 
- sintetasi, 395 
Arilsolfatasi, 538 
Aromatasi 
- citocromo P450-dipendente, 888 
Arrestina, 876 
\rsenico, 726 
\rtrite reumatoide, 509 


Ascorbato 

- perossidasi, 173 

- ossidasi, 150 

Ase S (“synthesis”), 600 

Asola 

- DHU, 483 

- TYC, 483 

ASP (proteina che stimola l’acila- 
zione), 888 

Asparagina, 41 

- sintetasi, 408 

Asparaginasi, 409 

Asparaginil-idrossilasi, 966 

Aspartasi, 392 

Aspartato 

- carbamil-transferasi, 432 

- transcarbamilasi, 432 

- - citoplasmatica, 394 

Aspartil-N-acetilglucosamminidasi, 
522, 524 

Aspartilglucosamminuria, 524 

Aspirina, 831 

Associazione-dissociazione, nella 
regolazione degli enzimi, 136 

Assolemma, 844 

Assone, 844 

Assorbimento, 730 

Assunzione della conformazione at- 
tiva delle proteine, 746 

Astrociti, 844 

Astrocitoma, 623 

Atassia, 254 

- di Friedreich, 254 

Atelosteogenesi di tipo II (AO-Il), 
531 

Aterosclerosi, 548 

Atk, vedi PKB 

ATP, 102 

ATP-asi 

- di “tipo-F”’, 223 

- Na', K' dipendente, 222 

- tipo-P”°, 223 

- delle miofibrille miosiniche, 801 

- Hi, K', 384 

- mitocondriale, 131 

ATP: APS fosfo-transferasi, 515 

Atrofia muscolare miocardica, 810 

Attivatore/i 

- del plasminogeno, 156 

- proteico del GM2 (GM2-AP), 535 

- tissutale del plasminogeno, 835 

Attrattilato, 243 

Attrattori chemotattici, 953 

Avidina, 191 

Avitaminosi, 160 


- A, 163 

- acido lipoico, 185 

- BI, 181 

- B2, 176 

- B6, 185 

- BI2, 200 

- biotrava, 191 

- C, 174 

- D, 167 

- E, 169 

- folati, 196 

-K, 170 

- PP, 181 

Axina, 591 

Azide, 235 

Azione dinamico-specifica degli 
alimenti, 703 

Azoto ureico nel sangue, 397 
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Bacillus subtilis, 58 

Banda 

-3, 824 

- H, 781 

- I, 780 

- III, 95 

- Z, 780 

Bande 

- A, 781 

- chiare, 781 

- 1, 781 

- scure, 781 

Barbiturici, 864 

Baro-recettori, 924 

Barriera ematoencefalica, 845, 879 

Basi azotate 

- appaiamento delle, 109 

- eterocicliche, 100 

- pirimidiniche, 100 

- puriniche, 100 

- tautomeria delle, 100 

Basofili, 822, 828 

Bastoncelli, 162, 873 

Batmotropismo, 798 

Batteriocine, 733 

Batteriorodopsina, 213 

Bence Jones, proteine di, 81 

Benzoilglicina, 398 

Beriberi, 160, 181 

Bernard C., 309 

Betaina-omocisteina metil transfe- 
rasi, 202, 204 

Betaina, 204 

- aldeide deidrogenasi, 204 


Pm — 


Bifidobatteri, 733 

Bifosfoglicerato mutasi, 275 

1,3-bifosfoglicerato, 275 

2,3-bifosfoglicerato, (BPG), 91, 
ZI 

Biglicano, 951 

Bilayer fosfolipidico, 209 

Bilirubina, 150 

- diretta, 428 

- indiretta, 428 

- UDP-glucuronil trasferasi, 427 

Biliverdina, 427 

- riduttasi, 427 

Biocitina, 189 

Biodisponibilità dei nutrienti, 726 

Bioflavonoidi, 736 

Bioregolatori sfingoidi, 562 

Biotin carrier protein, 191 

Biotina 

- carbossilasi, 191 

- chimica, 189 

- deficienza, 191 

- fabbisogno, 191 

Biotinidasi, 191 

e-N-biotinil lisina 

Biotinilazione di istoni, 191 

Biureto, 50 

Bmax, 616 

Bohr, effetto, 91 

Bolla di trascrizione, 465 

Bolzmann, costante di, 120 

Bombesina, 647 

Boro, 726 

Boyer P., premio Nobel, 241 

Bradichinina, 898 

Brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF), 876 

Brain natriuretic peptide (BNP), 
807 

Bromo, 726 

ur, sindrome di Bur 

Burst forming unit erythroid (BFU- 
E), 829 

Butirril-CoA sintetasi, 339 

yY-butirrobetaina idrossilasi, 173 
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C-30-Dialdeide, 734 
C2-0-solfotransferasi, 527 
C3-O-solfotransferasi, 527 
C6-O-solfotransferasi, 527 
Ca?* 

- ATPasi, 787, 798 


- - del reticolo endoplasmatico, 798 

- - della membrana sarcoplasmatica, 
798 

- azione dei, 57] 

- calmodulina, 573 

Cadaverina, 392 

CAK, 602 

Calbindina, 718 

Calcidiolo, 165, 635 

- idrossilasi, 165 

Calcineurina, 791 

Ca?*- antagonisti, 800 

Calcitonina, 622, 632 

Calcitriolo, 165, 633, 635 

Calcium binding protein (CaBP), 
718 

Calcoli renali, 174, 442 

Caldesmone, 895 

Calmodulina (CaM), 307, 573, 789 

Calnexina, 518 

Calorimetria 

- diretta, 703 

- indiretta, 703 

Calpactina, 929 

Calpaine, 511 

Calpastatina, 511 

Calponina, 895 

Calreticolina, 550 

Calsequestrina, 788 

CAMP-CAP, 500, 502 

CAMP-response-element-binding 
protein(CREB), 966 

CAMP, 305, 544, 567 

- fosfodiesterasi, 563 

- response element binding protein, 
970 

Canale/1, 220 

- dei Na', 849 

- del Ca?* del reticolo endoplasma- 
tico, 787 

- del CI sensibile a ligando, 864 

- della membrana apicale (TRPVS$5), 
917 

- di Havers, 928 

- di Volkmann, 928 

- GIP (General Import Pore), 250 

- ionici, 560, 617, 799 

- - controllati dal voltaggio, 848 

- per i Ca°*, 572 

- - della membrana reticolare, 572 

- per i CI, 865 

- per i Na*, cGMP sensibile, 874 

- per il K*, ATP-regolat, 245 

- per il K' attivato dagli ioni Ca2, 
245 
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- sarcolemmatici del Ca° 
dipendenti, 787 

- sensibili al voltaggio, per gli ioni 
Ca?*, 851 

- TRPV6/CaTI, 718 

- voltaggio-dipendenti 

- - del sodio, 849 

- - per il potassio, 848 

- voltaggio sensibile per gli ioni K, 
849 

Canalicoli biliari, 754 

Cancelli dei canali, 220 

Cannabidiolo (CBD), 681 

Cannabidivarina, 681 

Cannabis sativa, 682 

Cannabivarina, 681 

CAP (Catabolite Activator Protein), 
500 

- binding protein (CBPI), 486 

Capacità legante il Fe del plasma, 
423 

CAPK, Ceramide Activated Protein 
Kinase, 576 

CAPP, Ceramide Activated Protein 
Phosphatase”, 576 

Cappuccio (7-metil GTP), 471 

Capsula di Bowman, 905 

Carbamil-aspartato, 432 

Carbamil-fosfato, 394, 432 

- sintetasi citoplasmatica, 432 

Carbamil aspartato, 395 

Carbamilfosfato sintetasi (CPS-I), 
394 

- dipendente da glutammina (CPS- 
Il), 394 

Carbamminoemoglobina, 93 

Carbohydrate (response element 
binding protein), 595, 970 

Carbonio anomerico, 6 

Carbossiemoglobina, 96 

Carbossiglutammato, 170 

y-carbossiglutammato, 43 

Carbossilasi, 124, 170, 189 

Carbossipeptidasi 

- A e -B, 385 

Carcinoma 

- a cellule squamose, 623 

- a piccole cellule del polmone, 623 

- del colon, 623 

- del polmone, 623 

- dell’ovaio e del surrene, 623 

- della tiroide, 623 

- dello stomaco, 623 

Cardiolipina, 366 

- sintetasi, 366 


voltaggio 
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Cardiomiopatia/e 548 

- dilatativa 

- - con atassia (DCMA), 254 

- - congenita, 590 

- ipertrofica familiare, 783 

Cardionatrina 

- I, 807 

- IV, 807 

Carnitina, 201, 403, 805 

- acil transferasi, 351 

- palmitoil-transferasi II, 340 

- palmitoil-transfersi I, 339 

- traslocasi, 204 

Carnitina/acilcarnitina traslocasi, 
339 

Carnosina, 150, 779 

o.-carotene, 734 

B-carotene, 734 

B-carotene-15,15’-diossigenasi, 
151, 160 

y-carotene, 734 

Carotene/i, 160, 731 

B-caroteni, 150 

Carrier 

- ADP/ATP, 242 

- del citrato, 244 

- mitocondriali, 242 

Cascata di reazioni chinasiche, 578 

Caseina, 54, 78 

- chinasi I (CKI), 591 

Caspasi, 511, 606 

- di inizio, 607 

- effettrice, 607 

Catalasi, 120, 150, 152, 442, 771 

Catecol-O-metiltransferasi, 653 

Catecolammine, 622, 653 

- con recettore al-adrenergico, 622 

Catena/e 

- guida, nella biosintesi del DNA, 
450 

-J, 81 

- leggere, 504 

- lenta, nella biosintesi del DNA, 
450 

- pesanti, 504 

B-catenina/TCF (“T Cell Factor”), 
591 

Catepsine, 509, 528 

Catodo, 46 

Caveolina-1, 218, 584 

Caveolae 

CCAATY/enhancer binding protein, 
970 

CCCP (m-clorocarbonilcianuro fe- 
nilidrazone), 239 


CD 45, 582 

CD44, 527 

CDE (“cell cyele regulated DNA 
elements”’), 602 

CDG-IIc, 526 

CDG-IId, 526 

CDG-IIf, 526 

Congenital disorders of 
Glycosylation (CDG), 524, 525, 
526 

CdK 

- chinasi (CAK), 602 

- P27-KIP-1, 603 

CDP-colina, 103 

- ceramide fosforilcolina transferasi, 
371 

CDP-diacilglicerolo, 103 

CDP-digliceride, 366 

CDP-etanolamina, 103, 365 

CDPoolina, 365 

Cell adhesion molecule, 544 

Cellobiosio, 13,14 

Cellula/e 

- B, 828 

- bipolari 

- - OFF, 875 

- - ON, 875 

- cromaffini del surrene, 966 

- del Kupffer, 755 

- del Sertoli, 658 

- dendritica, 828 

- di Leydig, 640 

- di Schwann, 844 

- endoteliali 

- - di tipo piatto, 893 

- - fenestrate”, 754 

- gliali, 843 

- iuxtaglomerulari, 924 

- nervose, 843 

- NK (“natural killer”), 696, 828 

- nodali, 797 

- scavenger”, 334 

- - 0 spazzine, 756 

- stellate, 755, 927 

- T, 828 

Cellular retinol-binding protein 
(CRBP), 161 

Cellulosa, 14, 732 

Cemento dentale, 935 

Centri ferro-zolfo, 232 

Ceramidasi acida, 373 

Ceramide-1-fosfato, 575 

Ceramide-P- fosfatasi, 373 

Ceramide, 29, 575 

- chinasi, 373 


- fosforilcolina, 29 

- fosforiletanolammina, 29 

- globo-triesosidasi, 538 

Cere, 26 

Cerebroside/i, 29, 531 

CERT (“ceramide transporter”), 371 

Ceruloplasmina, 154, 423, 720, 
722, 814 

CGMP, 567 

Chaperon, 721 

Chaperone, 250 

- Beslp, 256 

Chaperons, 496 

Cheilosi,\176 

Chemiorecettori, 924 

Chemochine, 696 

Cheratansolfati, 16 

Cheratina/e, 72, 778 

Cheratomalacia, 164 

Chetoaciduria, 403 

o.-chetoadipato, 404 

oa-chetobutirrato, 391 

B-chetoacil-CoA, 341 

B-chetoacil ACP riduttasi, 357 

3-chetoacil-CoA trasferasi, 352 

Chetobutirrato ossidasi, 401 

3-cheto-diidrosfingolo, 370 

o.-chetoglutarato, 291 

- gliossalato carboligasi, 398 

Chetogenesi, 295 

2-chetoisocaproato, 40 

- deidrogenasi, 40 

2-chetoisovalerato, 40 

- deidrogenasi, 402 

Chetosi, 4 

B-chetotiolasi, 342 

Chiave serratura, concetto di, 122 

Chilomicronemia, 336 

Chilomicroni, 324 

- secondari, 330 

Chimo, 730 

Chimotripsina, 60, 121, 384 

Chimotripsinogeno, 385 

Chinasi 

- attivate da stress, 596 

- di regolazione del segnale apopto- 
tico ASKI, 694 

- INK (“Jun NH2-terminal 
Kinase”), 608 

- nTOR, 596 

- PI-3K, 580 

- S6K, 597 

- Src, 585 

Chinesine, 777 

Chinidina, 800 


Chininogeno 

- ({MWK), 814 

- di elevato peso molecolare 
(HMWK.), 835 

Chinoni, 35 

Chinurenina, 416 

- 3-idrossilasi, 416 

- formammidasi, 416 

- mono-ossigenasi, 175 

Chinureninasi, 416 

Chitina, 732 

Cholesterol Esters Transfer Protein, 
CEPT, 329 

Christmas, fattore di, 834, 835 

Cianocobalamina, 198, 199 

Cianometaemoglobina 

Cianuro (CN-), 234 

Ciaperonina SCAP, 972 

Cicli futili, 263, 285 

Ciclina/e, 602 

- A-CdK1, 603 

- B-CdKI1, 603, 605 

- E-CdK, 603 

Cicline-chinasi, 602 

Cicline-chinasi-chinasi, 602 

Cicline-chinasi-fosfatasi, 602 

Ciclo-ossigenasi, 169 

Ciclo 

- cellulare, 600 

- dei pentoso fosfati, 295 

- dell’ubichinone, 234 

- dell’urea, 395 

- di Cori, 286, 747 

- di Krebs, 180, 289 

- glucosio-alanina, 747 

- lecitina/ lisolecitina, 369 

- mestruale, 665 

Cicloesimide, 492, 576 

Cicloossigenasi, 369, 669 

Ciclopentano, 32 

Ciclopentanoperiidrofenantrene, 32 

Cinetica enzimatica, 126 

Circolo 

- entero-epatico, 325, 381 

- enteroepatico dei pigmenti biliari, 
428 

Cirrosi epatica, 816 

Cis-aconitato, 291 

11-cis-retinale, 162, 874 

Cistationina, 399 

- sintasi, 725 

Cistationinasi, 399 

Cisteina-sulfinato, 400 

Cisteina, 41 

- desulfidrasi, 391 


- diossigenasi, 399, 726 

Cisteinsulfinato decarbossilasi, 726 

Cisterna terminale, 780 

Cistina, 41 

Cistinuria, 49 

Citidina, 101 

Citochina/e, 584 

- antivirale INF-yY, 931 

- proflogogene (IL-1b, IL-6 e 
TNFa), 963 

- della famiglia RANKL 

Citochinesi, 778 

Citocromo, 230 

- a, 230 

- b, 230 

- a-a3, 231 

- b5-citocromo bS reduttasi, 173 

- bS riduttasi, 361 

- bel, 231, 234 

- c, 230 

- - Ossidasi, 234 

- ossidasi, 150 

- P450, 152, 348, 661 

Citoglobina, 97 

Citoscheletro, 776 

Citosina, 100 

Citrato, 290 

- asi, 124, 354 

- sintetasi, 290 

Citrullina, 43 

CKI (ciclina- CdK-inibitore), 602 

Clatrina, 332 

CLIP, 641 

Clofibrate, 344 

Cloramfenicolo, 492 

Cloro, 717 

Clorpromazine, 861 

Cloruri, scambio dei, 95 

Cloruro di dansile, 58 

Clostridium histolyticum, 945 

CMP-acido-N-acetilneuraminico, 318 

CMP-acido-N-glicolilneuraninico, 
318 

CMP-acido sialico, 103 

CMP-KDN, 545 

CMP-NeuAc, 515 

CMP-NeuGc, 515 

Co-attivatori, 589 

Co-fattori di trascrizione p300, 
966 

Co-repressori (SMART, SHARP, 
CEBP), 589 

Co-trasportatore sodio-dipendente 

- del taurocolato di sodio (NTCP), 
975 
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- Na-Pi di Tipo Il (Npt2), 719 

CO, 426 

- endogeno, 426 

Coagulazione del sangue, 817 

Coagulo 

- duro, 832 

- fibrinolisi del, 835 

- molle, 832 

- permanente, 832 

- provvisorio, 832 

Coattivatore trascrizionale p300, 595 

Coated pits, 332 

Cobalammine, 198 

Cobalto, 725 

Coda poliA, 476 

Codone, 463 

- di termine, 489 

- non senso, 489 

Coenzima, 124, 159 

- A, 183 

- Q, 36, 229 

Cohen S. premio Nobel, 876 

Colchicina, 778 

Colecalciferolo, 164 

Colecistochina, 646 

Colecistochinina, 322, 730 

Colestasi familiari, 975 

Colesterolo, 33 

- acil-transferasi (LCAT e ACAT), 
328 

- biosintesi del, 374 

- esterificazione del, 379 

- metabolismo del, 374 

- trasformazioni metaboliche del, 
379 

Colina, 201 

- acetil-transferasi, 856 

- chinasi, 364 

- deidrogenasi, 204 

Colinesterasi, 814, 858 

Colipasi, 323 

Collagenasi, 71, 508 

- 3 (MMP-3), 963 

- interstiziale (MMP-1), 963 

- neutrofila (MMP-8), 963 

- tessutali, 945 

Collagene/i, 54, 68 

- associati alla superficie di fibrille, 
944 

- che costituiscono proteine tran- 
smembrana, 944 

- che forma 

- - fibrille di ancoraggio, 945 

- - filamenti “a collana di perle”, 
945 
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- - reticoli, 944 

- che formano endostatina, 945 
- fibrillari, 940 

- non fibrillari, 940 

- tipo IV, 960 

Collagenopatie, 819 
Collectine, 549 

Colloide, 647 


Colony Stimulating Factor (CSF), 838 


Colpo di forza, 790 
Compactina, 379 

Complesso/i 

- di inizio 40 S, 486 

- di pre-inizio (PIC), 559 

- enzimatici, 125 

- Fe-S”, 720 

- glicoproteico 

- - GPla-Ila, 830 

- - GPIb-V/IX, 830 

- - GPIIb-IITa (integrina allb3), 830 
- II, 229 

- III, 230 

- IRS-IP e la proteina p85, 592 

- IRS-IP/SYP, 592 

- IV, 230, 234 

- OXA (Oxidase Assembly), 251 
- pre-replicazione (pre-RC), 605 


- proteasico ATP e Mg?* dipendente, 


509 

- TIM (Translocase of the Inner 
Membrane), 250 

- TOM (Translocase of the Outer 
Membrane), 250 

- TSC1/2 (“Tuberous Sclerosis 
Complex 1/ 2°”), 593 

- V, 237 

Comportamento allosterico, 90 

Condensazione della cromatina, 
606 

Condroblasti, 68 

Condrodisplasie, 935, 946 

Condroitinsolfati, 16 

Conduzione saltatoria, 844 

Conformazione 

- a barca, 7 

- a sedia, 7 

Coni, 162, 873 

Coniugazione 

- con acido acetico, 768 

- con acido glucuronico, 768 

- con glutatione (GSH), 768 

- con Il solfato, 767 

- con la glicina, 767 
mediante metilazione, 768 

(onnessine, 851 


Contrazione 

- dell’utero, 654 

- miocardica, 797 

- muscolare, 717 

Controllo 

- di qualità, 518 

- respiratorio, 238 

Convertasi, 900 

- di tipo furinico, 588 

Coproporfirinogeno ossidasi, 424 

CoQ, 229 

Cori 

- ciclo di, 286 

- morbo di, 310 

Corinebacterium difteriae, 488 

Corpo/i 

- apoptotici, 606 

- chetonici, 295 

- densi 

- - citoplasmatici, 895 

- - sarcolemmatici, 895 

- luteo, 667 

- neuroepiteliali nel polImome, 966 

Corpuscolo del Malpighi, 905 

Corteccia surrenale, 656 

Corticosteroidi, 662 

- malattie da difetto di, 658 

- sintesi dei, 662 

Corticosterone, 657 

Corticotropin Releasing 
Factor/Hormone (CRF, CRH), 
641 

Corticotropina, 640 

- (ACTH), 636 

Cortisolo, 285, 657 

Corynebacterium diphteriae, 492 

Costante di Michaelis e Menten, 
128 

Cotrasporto, 220 

CRD, “Cystein Rich Domain”, 591 

Creatina, 791 

- chinasi, 118, 420, 791 

- - miocardica, 808 

Creatinina, 420 

CREB 


- (CAMP-response element binding 


protein), 620 
- CRE binding protein”, 891 
CREC, C-rich element, 476 
Cretinismo, 652 
Creutzfeldt-Jakob, morbo di, 498 
Crick F., premio Nobel, 108 
Crigler-Najiar, morbo di, 429 
Crioglobuline, 819 
Crioglobulinemia essenziale, 819 


Cromatografia 

- bidimensionale, 46 

- di affinità, 57 

- di esclusione molecolare”, 56 

- monodimensionale, 46 

- su carta, 46 

- su resine a scambio ionico, 47 

Cromo, 723 

Cromodulina, 724 

Cromogranina A, 653 

Cromogranine, 859 

Cromoproteine, 73 

Cromosomi, 113 

Cronotropismo, 798 

Cross-talks, 575 

CS-PGI (biglicano), 929 

CS-PGII (decorina), 929 

CS-PGIII ( fibromodulina), 929 

CTP, 433 

- fosfatidato citidilil-transferasi, 366 

- fosfocolina citidilil-transferasi, 
364 

- fosfoetanolamina citidilil-transfe- 
rasi, 365 

- sintetasi, 433 

Cubulina, 911 

Cushing, morbo di, 658 

Cyclin box, 602 

CYP (enzimi citocromo P450-di- 
pendenti), 765 


D 


D-alanina ammino transferasi, 142 

D-amminoacido ossidasi, 150, 390 

D-amminolevulinato sintetasi, 423 

D-xilulosio - 5-fosfato 313 

D 3 cis(r) D2 trans isomerasi, 344 

D2 trans, D4 cis decanoil-CoA ri- 
duttasi, 344 

Dam metilasi, 456 

DATP, 439 

Daunorubicina, 576 

De-acetilasi, 539, 541 

De-acilasi/acilasi, 539 

Death Domain (DD), 606 

Deamminazione 

- non ossidativa, 391 

- ossidativa, 390 

De-metilasi, 541 

De-N-acetilasi, 527 

De-N-acetilazione, 527 

Debito di ossigeno, 794 

Decarbossilasi, 124, 187, 392 


Decarbossilazione 

- degli amminoacidi, 392 

- dell’acido glutammico in acido Y- 
amminobutirrico, 409 

- ossidativa, 289 

Decay Accalerating Factor (DAF), 
540 

Decorina, 526, 951 

Decoy receptors, 609 

Dectina, 550 

DED, Death Effector Domain, 607 

Deficienza 

- di adesione leucocitaria, 526 

- di lattasi, 266 

Defosfo-CoA chinasi, 184 

Deidroascorbato, 172 

7-deidrocolesterolo, 165 

Deidrogenasi 

- aerobiche, 150 

- anaerobiche, 151 

- flaviniche, 151, 229 

- NADP dipendenti, 228 

- piridiniche, 151 

Delodinasi, 648, 892 

Delta-amminolevulinato, 423 

- sintetasi (ALA sintetasi), 423 

Delta-amminolevulinato sintasi, 187 

- 3-cis(r) 2-trans isomerasi, 344 

- 4-trans-decanoil-CoA, 345 

Deltal-pirrolin-5-carbossilato, 410 

Delta2-tarns-dodecaenoil-CoA, 343 

Delta2-ifans-decanoil-CoA, 345 

Delta2-trans, 6-cis-dodecadienoil- 
CoA, 345 

Delta3-cis-dodecaenoil-CoA, 343 

Delta3-trans-decanoil-CoA, 345 

Delta3,6-cis-dodecadienoil-CoA, 
345 

Delta9-tetraidrocannabinolo (THC), 
681 

Dematina, 824 

Demenza, 180 

Demielinizzazione dei nervi perife- 
rici, 188 

Denaturazione 

- del DNA, 111 

- delle proteine, 67 

Dendriti, 844 

Dentina, 935 

Deossiadenosina, 101 

Deossicarbamminoemoglobina, 93 

Deossicarnitina, 405, 805 

Deossicitidina, 101 

Deossiemoglobina, 91 

Deossiguanosina, 101 


Deossipiridinolina-DPD, 933 

Deossiribonucleasi 

- acida lisosomale, 462 

- pancreatica, 462 

2-deossi-D-ribosio, 10 

Deossizuccheri, 10 

Depolarizzazione, 847 

Dermatansolfati, 16 

Dermatite, 180, 188 

Desmina, 778, 785 

Desmosina, 72, 958 

Desmosomi, 796 

Despiralizzazione del DNA, 449 

Destrani, 16 

Destrine, 14 

- limite, 266 

Destrosio, 8 

Determinanti antigenici, 78 

Detossificazione, 757 

DGMP, 440 

DHA, 171 

DHAP acil-transferasi, 365 

DHU, 483 

Diabete 

- di tipo 2, 218 

- di tipo II, 548 

- insipido, 642, 918 

- insulino indipendente (tipo Il), 
630 

- ipofisario, 637 

- mellito, 628 

- renale, 913 

Diacilglicerolo, 562 

- fosfoetanolammina-transferasi, 365 

Diammina ossidasi, 392 

Diapedesi, 963 

Diarrea, 180 

Diazepam (benzodiazepina), 864 

Dicumarolo, 171, 835 

Dietilammide dell’acido lisergico, 
863 

Difetti congeniti della glicosilazio- 
ne 

- degli antiporti CMP-NeuAc/CMP 
e UDP-Gal/UMP, 526 

- dell’antiporto CMP-NeuAc / CMP 
dell’apparato del Golgi, 526 

- dell’antiporto GDP-Fuc/GMP nel- 
l’apparato del Golgi, 526 

- dell’antiporto solfato/cloruro, 531 

- della 1- 3/4-Fuc-transferasi, 526 

- della fosfomannosio-isomerasi, 
526 

- della O-Man-f 1-2-GlcNAc-tran- 
sferasi, 525 


Indice analitico ® 987 


- della O-Man-transferasi che inse- 
risce Man su residui di serina 
/treonina, 525 

- della proteina legante il GTP, 526 

- della GlceNAc-transferasi (acroni- 
mo: LARGE), 525 

- della sintetasi del 3’-fosfoadeno- 
sin-5’ fosfosolfato (PAPS), 531 

- della UDP- GIcNAc epimerasi e 
della ManNAc chinasi, 526 

- delle Fuc-transferasi 1 e 2, 526 

- della condroitin-6-solfo-transfera- 
si, 531 

- delle extosine 1,2 e 3, enzimi an- 
cillari delle co-polimerasi, 531 

- della GICNAc-6-O-sulfo-transfera- 
s1, 531 

- della lisina-idrossilasi, 524 

- della UDP-Gal (r) XyI/Ser (r) 1- 
4Gal-transferasi, 531 

- della UDP-GalNAc-polipeptide 
GalNAc-transferasi 3, 524 

Difetto congenito della Apo C-II, 
336 

Differenziamento, 558 

Differenza di potenziale elettrochi- 
mico, 240 

Diffrazione a raggi X, 62 

Diffusione 

- facilitata, 219 

- laterale, 211 

- rotazionale, 211 

- semplice, 219 

Difosfatidilglicerolo, 28 

Difosfoinositidi, 28 

Difosforibonucleoside riduttasi, 439 

Digestione 

- degli oligosaccaridi, 266 

- dei polisaccaridi, 266 

- delle proteine, 728 

Digitonina, 33 

Digitoxigenina, 826 

Digiuno prolungato, 746 

Digliceride: acil-CoA, acil transfe- 
rasi, 323 

Digliceridi, 26 

Diidrobiopterina, 412 

- riduttasi, 197, 412 

1,25-diidrocalciferolo, 622 

Diidroceramide, 370 

Diidroepiandrosterone, 664 

Diidrofolato riduttasi, 192, 440 

Diidrolipoil deidrogenasi, 182, 288 

10,25-diidrossi-D3, 165 

Dildroorotasi, 432 
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Diidroorotato, 432 

- deidrogenasi, 432 

Diidrosfingolo, 370 

Diidrosfinolo N-aciltransferasi, 370 

25-idrossi-D3, 165 

7a, 120-diidrossi-4-colestene-3- 
one, 380 

Diidrossiacetone, 5 

200, 22-diidrossicolesterolo, 661 

30,70-didrossicoprostano, 380 

5S,0.-diidrotestosterone, 658 

Diidrotimina, 443 

Diidrouracile, 100, 443 

Diidrouridina (D), 474 

Diisopropilfluorofosfato, 858 

Dilatazione della pupilla, 654 

Diltiazem, 800 

3,3’ -dimetilallil-pirofosfato, 377 

5,6-dimetilbenzimidazolo, 199 

7,8-dimetil-isoallosazina, 175 

Dineine, 776 

2,4-dinitro-1-fluorobenzene 
(DNFB), 58 

2,4-dinitrofenolo, 239 

Diossigenasi, 151, 173 

Dipalmitoilfosfatidilcolina, 28, 368 

Dipeptidasi, 386 

Disaccaridasi intestinali, 266 

Disaccaridi, 11 

Disaccoppianti della catena respira- 
toria, 238 

Dischi intercalari, 779, 796 

Disocilpina, 869 

- (MK-801), 868 

Disordini congeniti delle glicosila- 
zioni (CDG), 526 

Disostosi spondilo costale, 590 

Dispendio energetico totale, 702 

Displasia 

- diastrofica (DTD), 531 

- epifisaria multipla di tipo 4 
(EDM4), 531 

- spondilo-epifisaria (SED) di tipo 
Omani, 531 

Disse, spazio di, 755 

Distrobrevina, 786 

Distrofia 

- maculo-corneale (MCD) di tipo I 
& IL S31 

- muscolare congenita 

- - - di tipo Fukuyama (FCMD), 
525 

- - - tipo 1C (MDCIC,, 525 

Distrofina, 785,786 

o-distroglicano, 786 


B-distroglicano, 785 

Disulfiram, 772 

Diuretici dell’ansa, 915 

DNA 

- anulare a doppia elica, 111 

- complementari (CDNA), 454 

- di origine 

- - - complementare (cDNA), 460 

- - - genomica (gDNA), 460 

- dipendente, 559 

- distanziatore, 472 

- genomici, 454 

- ligasi, 111, 460 

- mitocondriale, 227 

- ricombinante, 458 

DNA asi, 462 

DNA-glicosidasi, 456 

DNA-ligasi, 450, 451, 460 

DNA-polimerasi, 452 

- a, -B -è-, - del Thermus aquaticus 

- €, -I. II, III, 448, 451 

Docosanoidi, 616, 667, 676 

Dolicoli, 35 

Dolicolo-fosfato, 36, 516 

Dolicolo-P-Glc, 516 

Dolicolo-P-Man, 516 

Dolicolo-pirofosfo-GIcNAc, 517 

Domini 

- amminoacidici PH, 581 

- Bateman, 593 

- di etero-dimerizzazione, 588 

- fibronectinici, 544 

- immunoglobulinici, 544 

- ripetitivi 

- - di tipo ankirina (“Ankirin re- 
peats”), 588 

- - HEAT, 596 

- - tipo EGF, 587 

- a botte, 584 

- C-terminale FAT-C, 596 

- di morte (DD), 608 

- riconoscimento dei carboidrati 
(“Carbohydrate Recognition 
Domain”, CRD), 549 

- FRB, 596 

- idrofobico trans-membrana, 549 

- NRD, 596 

- PEST, 588 

- TAD (“Trans Activation 
Domain”), 588 

Dopammina-monoossigenasi, 152 

Dopammina f-idrossilasi, 173 

Doppio strato (‘bilayer”), 37 

Dotto biliare comune, 754 

Down-regulation, 619, 567, 626 


DR, Death Receptor, 609 

Dromotropismo, 798 

DTMP, 439 

DTTP, 439 

Duchenne, miodistrofia degenerati- 
va di, 786 

DUMP, 439 


E 


E-caderina, 217 

E-globina, 828 
E-N-trimetilistidina, 782 
Eadie-Hofstee, grafica di, 130 


EDEM (ER Degradation-Enanching N 


a-Mannosidase-like), 550 

Edema, 708, 816 

Edman, metodo di, 59 

Ffestina, 721 

Effetto 

- “entourage”, 683 

- inotropo positivo, 798 

- insulinico, 713 

- lusitropo positivo, 798 

- oressigenico, 691 

Effettori allosterici, 136 

EGF (“Epidermal Growth Factor”), 
551 

Ehlers-Danlos. Malattia di 

- IV, V, VI. VII, 508 

Eicosanoidi, 616, 667 

- biosintesi e catabolismo, 669, 
670 

- struttura chimica, 668, 669 

Elastasi, 121, 385, 962 

Elastina, 54, 68, 893, 958 

Electron transferring flavoprotein 
(ETFP), 341 

Elemento/i 

- iniziatorio (I NR), 559 

- Intergenici ripetitivi, 478 

- traccia, 716 

- ultratraccia, 716 

Elettrocromatografia, 60 

Elettroforesi, 45, 55 

- su gel di poliacrilamide, 55 

- su gel di policrilamide-sodio do- 
decilsolfato, 55 

- zonale, 55 

Elettroliti plasmatici, 820 

Elettrone spaiato, 148 

Elicasi, 449 

ELISA, 57 

Embriogenesi, 592 


Eme, 85 

- ossigenasi, 426 

- sintetasi, 424 

Emeralopia, 164 

Emicellulose, 732 

Emina, 86 

Emocitoblasto, 823 

Emocromatosi, 423, 721 

Emofilia 

- A, 835 

- B, 835 

Emoglobina, 53, 85 

- atipiche, 97 

- azione tampone, 92 

- meccanismo d’azione, 89 

- catabolismo, 426 

- curva di dissociazione dell’, 90 

- derivati dell’, 95 

- embrionale, 95 

- fattori che modificano l’affinità 
per 1'O;, 90 

- fetale, 95 

- metabolismo, 423 

- M, 98 

- S (Hb-S), 97 

- trasporto della CO,, 93 

- trasporto dell’O;, 89 

- trasporto isoidrico, 93 

Emoglobinuria parossistica nottur- 
na, 540 

Emopexina (Hpx), 814 

Emopoiesi, 479 

Emosiderina, 421, 422, 720 

Emosiderosi, 188 

Enameline, 936 

Enantiomeri, 4 

Encefaline, 871 

Engefalomiopatia Mitocondriale 

- - con Acidosi Lattica ed episodi 
ictus-simili (MELAS), 252 

- - Neuro-Gastro-Intestinale 
(MNGIE), 254 

Encefalopatia epatica, 397 

Encefalopatie spongiforme bovina, 
498 

Endo-a o B-D-glucuronidasi, 528 

Endo-}-D-esosamminidasi, 528 

Endo-B-D-galattosidasi, 528 

Endo-N-acetilglucosamminidasi, 
523 

Endo-sialidasi, 545 

Endocardite batterica, 819 

Endochetobioasi, 523 

Endocitosi, 911 

Endoglucosidasi, 266 


Endonucleasi-ligasi, 468 

Endonucleasi, 456, 471 

- di restrizione, 112, 460 

- -- (BamHI), 460 

- - - (EcoRI), 460 

Endopeptidasi, 384 

Endoplasmic Reticulum 
Oxidoreductin 1-Like (ERO1-L), 
505 

o-endorfina, 641 

B-endorfina, 640, 641 

y-endorfina, 640, 641 

o,},y-endorfine, 636 

Endorfine, 683 

Endostio, 928 

Endotelina 

- (ET-1), 900 

- 1, 898 

Endotelio fenestrato, 908 

Energia di attivazione, 120 

Enoil-ACP reduttasi, 357 

Enolasi, 276 

ENOS, 548 

Enterochinasi, 385 

Enterocromaffini, 862 

Enteroglucagone, 626, 647 

Enteropeptidasi, 385 

Enterotossine termostabili dell’E. 
coli, 567 

Enzima/i 

- allosterici, 136 

- attivante l’ubiquitina, 509 

- biotrasduttore del segnale, 577 

- cinetica degli, 126 

- citoplasmatici, 145 

- classificazione, 125 

- convertitore dell’angiotensina I 
(ACE), 924 

- come indicatori diagnostici, 153 

- costitutivi, 126 

- del reticolo endoplasmatico, 144 

- della membrana plasmatica, 145 

- dell’apparato del Golgi, 145 

- dello scambio delle basi, 367 

- deramificante, 305 

- flavinici, 175 

- induttivi, 126 

- intracellulari, 156 

- isoforme (isoenzimi), 125 

- lisosomali nascenti, 518 

- malico, 295, 354 

- mitocondriali, 143 

- perossisomali, 144 

- plasmatici, 154 

- ramificante, 304 
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- secretivi, 156 

- serinici, 385 

- sito catalitico degli, 120) 

- suicidi, 140 

- tessutali, 142 

- trombolitici, 156 

Enzimologia clinica, cenni di, 
153 

Eosinofili, 822 

EPA, 171 

Eparanasi, 528, 962 

Eparansolfati, 16 

Eparina, 16 

Epatite cronica, 819 

Epatociti periportali, 754,755 

Epatoma primario, 819 

Epicatechina, 731 

Epilessia mioclonica, 254 

- associata con fibre rosse sfilaccia- 
te (MERRF), 252 

Epimerasi, 124 

Epimeri, 5 

Epimerizzazione, 527 

Epinefrina, 652 

Epitopi, 78 

Equazione di Henderson- 
Hasselbach, 94 

Equazione di Michaelis-Menten, 
127 

ERGIC-53 (Endoplasmic-reticulum 
Golgi intermediate compartment), 
550 

Ergocalciferolo, 164 

Eritrocita/1, 813, 828 

Fritrocitosi, 926 

- familiare, 968 

Eritropoietina (EPO), 74, 425, 622, 
829, 926 

Eritros1io-4-P, 299 

ERK (Extracellular signal-regulated 
kinase), 690 

Esercizio fisico 

- aerobico, 795 

- anaerobico, 793 

Eso-glicoidrolasi, 528 

Esochinasi, 118, 123, 269 

- deficienza ereditaria di, 270 

Esocitosi, 851 

Esone/i, 112, 469 

Esopeptidasi, 384 

Esosammine, 10 

o.-N-esosamminidasi, 522 

B-N-esosamminidasi, 522 

Esosamminidasi C, 546 

Eso-sialidasi, 545 
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3°-5’ esoribonucleasi, 476 

Esostosi multipla ereditaria di tipo 
I, ILé IU, 531 

Esportina-5, 477 

Esteri del forbolo, 576 

3,17-B-estradiolo, 659 

Estrogeni, 150, 662 

Estrone, 659, 660 

Etanolammina-fosfato transferasi, 
539 

Etanolammina chinasi, 365 

Etanolo, 716, 768 

- alterazioni metaboliche indotte 
dall’, 772 

- metabolismo epatico dell”, 768 

Eteroglicosidi, 8 

Eteropolisaccaridi, 13 

ETFP, “Electron transfer flavopro- 
tein”, 234 

Eu-actinina, 785 

Exinucleasi, 456 


F 


FAAH (“fatty acid amide hydrola- 
se”), 686 

Fabbisogni nutrizionali, 700 

Fabbisogno giornaliero, 700 

Fabry, morbo di, 538 

FACIT, Fibril-Associated Collagens 
with Interrupted Triple Elix, 944 

FAD, 175, 229 

- sintetasi, 175 

FADH,, 229 

Fagocitosi, 839 

Fagosomi, 839 

FAK (“Focal Adhesion Kinase”), 
585, 690 

FAN (‘factor associated with neu- 
tral sphingomyelinase activa- 
tion”), 694 

Fanconi, sindrome di, 49 

FANS, farmaci antinfiammatori non 
steolidel, 761 

Farber, morbo di, 374 

Farmaci 

- antiaritmici, 800 

- B-bloccanti, 563 

Farnesil-pirofosfato, 377 

Farnesil-proteina transferasi, 492 

Farnesil pirofosfato, 36, 376 

Farnesol X Receptor, 970 

Fase 

- della mitosi, fase M, 600 

- follicolare, 665 


- GO, 602 

- luteinica, 665 

- mobile, 46 

- stazionaria, 46 

FAT 

- 1, 908 

- 2, 908 

Fattore-1 “homeobox” pancreatico 
duodenale, 970 

Fattore 

- antiemofilico, 834, 835 

- attivante l’apoptosi APAF-1, 610 

- del complemento c1q, 888 

- della coagulazione XI, 814 

- di accrescimento, 191 

- di allungamento 

- - elF4B, 597 

- - elF4E, 597 

- di attivazione delle piastrine, 29 

- di Christmas, 834 

- di crescita 

- - dei fibroblasti (FGF), 622 

- - dell” epidermide (EGF), 490 

- - dell’epidermide (EGF), 622 

- - derivato dalle piastrine (PDGF), 
622 

- - epatico, 490 

- - nervoso (NGF), 622 

- - rilasciato dalle piastrine (PDGF), 
622 

- di Hageman, 834 

- di necrosi tumorale a, 490, 577 

- di rilascio 

- - degli ormoni gonadodotropi 
(FSHRF/LHRF o GNRH), 644 

- - dell’ACTH (CRF), 644 

- - dell’ormone 

- - - somatotropo o della crescita 
(SRF o GRF), 644 

- - - tireotropo (TRF o TRH), 644 

- di Stuart, 833, 834 

- di trascrizione 

- - C/EBPa, 976 

- - CAREBP, 595 

- - dell’ EPO (HIF-10), 926 

- - HIF-1, 902 

- - HNF40, 976 

-- II A (TF-IIA), 559 

- - IIB (TF-IIB), 560 

- - IIF (TF-IIF), 560 

- - NRF-1, 595 

- - PPARO, 976 

- - TF-IIE, 560 

- inibente HIF (FIH), 966 

- intrinseco, 727 


- - (IF), 200 

- - di Castle, 385 

- iperpolarizzante 

- - acido epossieicosatrienoico, 
EET, 898 

- - di derivazione endoteliale, 
EDHF, 898 

- natriuretico atriale 

--- (ANF), 622 

- - - (FNA), 807 

- nucleare epatocitario 40, 595 

- proteico di allungamento EF2, 488 

- s, 465 


- VIa, 835 

- von Willebrand, 584 
- - - (fvW), 830 

- Xa, 833 ( 
Fattori 


- antinutrizionali, 699 

- attivatori del TATA box, 560 

- check point”, 602 

- del complemento, 763 

- della coagulazione 

- - fvW, 814 

- - II, 814 

-- IX, 814 

--V, 814 

- - VII, 814 

-- VII, 814 

-- X, 814 

- - XII, 814 

- - XII, 814 

- di consenso alla replicazione RLF, 
604 

- di crescita, 160 

- - insulino-simili (IGF-I; IGF-Il), 
622 

- di trascrizione, 466 

- - Basic Leucine Zipper Domain”, 
969 

- - E2F, 602 

- - Helix-loop-helix”, 969 

- - TF-IIH, 560 

- nucleari dell’epatocita, 970 

- pro-angiogenici, 902 

- proteici, 610 

- - eucariotici di inizio (elF = eu- 
karyotic initiation factors), 486 

- trascrizionali 

- - di base, 560 

- - esterni, 560 

- vitaminosimili, 201 

Favismo, 96, 301 

Fegato 

- biochimica del, 757 


- funzione glucostatica, 759 

- grasso, 772 

Fenciclidina, 869 

Fenilacetil-glutammina, 414 

Fenilacetato, 414 

Fenilalanina, 40 

- idrossilasi, 49, 412, 414 

- transaminasi, 414 

Fenilchetonuria, 49, 414 

Fenilisotiocianato, 59 

Fenillattato, 414 

Fenilpiruvato, 244, 414 

Feniltioidantoina, 59 

Fenobarbital, 864 

Fenobarbitale, 423 

Fentolammina, 655 

Fenotipo Lewis-null, 526 

Feocromocitoma, 254, 656 

Ferriemoglobina, 95 

Ferriprotoporfirina, 87 

Ferritina, 54, 150, 421, 422, 720 

Ferro, 720 

- assorbimento intestinale, 422 

- distribuzione alle cellule, 423 

- metabolismo del, 421, 422 

- reduttasi, 422 

- trasporto nel sangue, 423 

Ferrochelatasi, 424 

Ferroportina, 720,721 

Ferroprotoporfirina, 85 

Ferrossidasi 

-1, 423 

- II, 423 

Fessura sinaptica, 845 

o.-Fetoproteina, 814 

Fetuina, 76 

FFI, 82 

FGF (‘“fibroblast growth factor”), 
931 

Fiammata” o “burst” respiratoria 0 
ossidativa, 840 

Fibra/e 

- alimentare, 73 

- insolubili, 732 

- lente (rosse), 790 

- rapide (bianche), 790 

- solubili, 732 

Fibrilla/e, 780 

Fibrillina, 958 

Fibrina, 813 

Fibrino peptide 

- - A, 833 

- - B, 833 

Fibrinogeno, 54, 813 

Fibrinolisi, 817 


Fibroblasti, 68 

Fibromodulina, 526, 951 

Fibronectina, 76, 584, 814, 955, 
959 

Ficoline, 550 

Filamenti 

- di actina, 783 

- intermedi, 776 

Filamento passeggero o MIRNA, 
478 

Filamine, 778 

Fillochinone, 170 

Finger printing, 60 

Fischer E., premio Nobel, 491 

Fischer, formula di, 4 

Fisostigmina, 859 

Fitanato c-idrossilasi, 348 

Fitocannabinoide, 681 

Fitoplancton, 172 

Fitosfinganina, 29 

Fitosteroli, 731 

Flaiani-Basedow, morbo di, 652 

Flavin-adenildinucleotide (FAD), 
102 

Flavinadenindinucleotide (FAD), 
175 

Flavinmononucleotide (FMN), 175 

Flavochinasi, 175 

Flavoproteine, 151, 175 

Flip-flop, 211 

Flippasi, 211 

Floppasi, 211 

Florizina 

Fluorescamina, 46 

Fluoro, 725 

Fluoroacetato, 291 

Fluoroapatite, 936 

Fluorocitrato, 291 

5-fluorouracile, 440 

Fluoxetina, 863 

Flusso 

- assonale, 844 

- metabolico, 264 

FMN, 175, 229 

FMNH,, 229 

Focalizzazione isoelettrica, 55 

FoF1-ATPasi, 237 

Foglio pieghettato, 64 

Folato, 192 

Folding proteico, 496 

Folil-poli-y-glutammato carbossi- 
peptidasi, 192 

Folilpoliglutammato sintasi, 193 

Follicoli ovarici, 659 

Forbolo, 570 
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Forcella di replicazione, 454 

Forkhead box, 970 

Forma/e 

- A del DNA, 110 

- furanosica, 7 

- piranosiche, 6 

- Z del DNA, 110 

Formiltetraidrofolatosintetasi, 195 

Formiltransferasi, 436 

Formimino glutammato transferasi, 
411 

Formimminotetraidrofolato ciclo- 
deamminasi, 195 

Formula leucocitaria, 822 

Formulazione grafica di 
Lineweaver e Burk, 130 

Forza motrice protonica, 236 

Fosfadidaletanolammina, 28 

Fosfatasi, 124 

- acida 

- alcalina, 75, 118, 540, 932 

Fosfatidaletanolammine, 28 

Fosfatidato fosfatasi, 361, 363 

Fosfatidil-inositolo-3,4,5 trifosfato, 
562 

Fosfatidilcolina, 27 

Fosfatidiletanolammina, 27 

Fosfatidilglicerolofosfato fosfatasi, 
366 

Fosfatidilinositolo-4-P chinasi, 366 

Fosfatidilinositolo, 27 

- 4,5 bifosfato (PIP2), 569 

- chinasi, 366 

- sintasi, 366 

Fosfatidilserina, 27 

- decarbossilasi, 367 

Fosfo-AEA (p-AEA), 684 

3’-fosfoadenosin-5’fosfosolfato 
(PAPS), 103 

3-fosfo-5-piro-fosfomevalonato, 377 

3-fosfo-idrossipiruvato, 399 

Fosfocreatina, 791, 793 

Fosfodiesterasi, 471, 567 

Fosfodiossiacetone, 273 

Fosfoenolpiruvato, 276 

- carbossichinasi, 295 

Fosfoesoso isomerasi, 314 

Fosfofruttochinasi 

- 1,271 

- 2,271 

Fosfoglicerato 

- chinasi, 275 

- mutasi, 275 

2-fosfoglicerato, 275 

3-fosfoglicerato, 275 
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Fosfoglucochinasi, 302 

Fosfoglucomutasi, 302, 306 

6-fosfogluconato 

- deidrogenasi, 297 

- lattonasi, 297 

Fosfoglucosio isomerasi, 271 

Fosfolambano, 788 

Fosfolipasi, 369 

- AI, 28, 368, 369 

- A2, 169, 322, 368, 369 

- C-B, 569 

- C-y, 570 

- C, 370 

- di membrana 

- - A2, 574 

- - C, 574 

- - D, 574 

5-fosfo-a.-ribosil-1-pirofosfato 
(PRPP), 431 

5-fosfo-Q.-ribosil pirofosfato, 431 

Fosfolipidi 

- chimica dei, 27, 29 

- metabolismo dei, 364, 367, 369, 
373 

5-fosfomevalonato, 377 

4°-fosfopantoteina, 183, 356 

4°-fosfopantotenil cisteina 

- decarbossilasi, 184 

- sintetasi, 184 

Fosfopentoso 

- epimerasi, 298 

- ISomerasi, 297 

Fosfoproteina fosfatasi, 304 

Fosfoproteine, 72 

5’-fosforibosil-formil-glicinammide 
(FGAR), 436 

5’-fosforibosil glicinammide 
(GAR), 436 

5’-fosforibosilamminaimidazolo 
carbossilasi, 436 

5’-fosforibosilammino 

- Imidazolo-4-carbossammide (AI- 
CAR), 437 

- Imidazolo (AIR), 436 

- - carbossammide formiltransferasi, 
436 

S5’-fosforibosilamminoimidazolo 

- (AIR) sintetasi, 436 

- succino carbossammide sintetasi 
1, 436 

S'-fosforibosilformammidoimidazo- 
lo-4-carbossiammide (FAICAR), 
437 

S'-fosforibosilformil glicinammide 
(FGAM), 436 


5’-fosforibosilglicinamide sintetasi, 
436 

Fosforibosiltransferasi, 179, 440 

Fosforilasi 

- a, 306 

- b, 306 

- fosfatasi, 307 

Fosforilazione 

- a livello del substrato, 275, 276, 
292 

- ossidativa, 225, 236, 237 

- - disaccoppiamento della, 238 

- - inibizione della, 235 

- - meccanismo della, 240 

Fosforo (P), 719 

Fosforolisi, 305 

Fosfoserina, 42 

Fosfotirosina, 43 

Fosfotreonina, 42 

Fossette rivestite, 332 

Fosvitina, 78 

Foto-trasduzione, 567 

Fotorecettori della retina, 162 

Frammentazione del DNA, 606 

Frammento/i 

- di Klenow, 452 

- di Okasaki, 451 

- FAB, 80 

- Fc, 80 

- tossico P} 1-42, 548 

Fredrickson, classificazione di, 336 

Freeze-etching, 216 

Freeze-fracture, 216 

Fruttochinasi, 314 

Fruttosemia essenziale, 314 

Fruttosio-1,6-bifosfatofosfatasi, 283 

Fruttosio 

- 6-bifosfatasi, 273 

- 6-bifosfato, 273 

Fruttosio-6-P, 271 

FSH-LH releasing factor, 640 

FSH, 639 

o-fucosidasi, 522 

Fucosidosi, 524 

Fucosil-transferasi, 521 

Fucosio, 10, 515 

Fumarato, 293 

Furano, 7 


G 
G-actina, 783 


G6PD (glucosio-6-fosfato deidroge- 
nasi), 96 


GABA (acido Y-amminobutirrico), 
863 

GABAB, 864 

Gal-ceramide, 531 

Gal-transferasi, 521 

Galattani, 732 

Galattochinasi, 316 

Galattomannani, 732 

Galattosammina, 10 

Galattosemia, 316 

o.-galattosidasi, 522 

B-galattosidasi, 126, 522 

Galattosil-idrossilisina, 933 

tg 1-P: uridil transferasi, 
316 

Galattosio, 5 

Galattowaldenasi, 316 

Galectine, 549 

Ganglioside GMI, 31, 565 

Ganglioside GDla, 31, 565 

Ganglioside GDI1b, 31, 565 

Gangliosidi, 29, 265 

GAP 

- (GTP-ase activating protein), 578 

- Junctions, 796, 851 

Gastrina, 384, 622, 626, 646, 727 

Gaucher, morbo di, 31 

GDP-Fuc, 515 

GDP-fucosio, 318 

GDP-Man, 515 

GDP-mannosio, 103, 318 

Gefirina, 865 

Gelatina di Wharton, 948 

Gelatinasi 

- A, 963 

- B, 963 

GEM, Glycosphingolipid enriched 
microdomains, 218 

Gene/i 

- Ara 

-- A, 500, 502 

- - B, 500, 502 

-- C, 502 

- - D, 500, 502 

-- 01, 502 

- - 02, 502 

- di cluster di piRNA, 478 

- house keeping”, 558 

- operatore, 500 

- promotore, 500 

- - (PBAD), 500 

Genisteina, 736 

Geranil-pirofosfato, 377 

Geranil pirofosfato, 36, 376 

Ghiandole endocrine, 615 


Gigantismo, 637 

GIP, 646 

Girasi, 449 

Giunzioni 

- adesive, 583 

- intervallate (‘“gap junctions”’), 220 

- neuro-muscolari, 855 

Glc-ceramide, 531 

o-1-6 GleNAc-transferasi, 538 

B 1-3-GlcNAc-transferasi, 521 

GlcNAc-fosfato, 517 

GlcNAc-P transferasi, 518 

GleNAc-transferasi 

- 1, 518 

- III, 518 

- V, 518 

Gliadina, 68 

Glicano-fosfoinositide, 627 

Glicemia, regolazione della, 311 

Glicentina, 631, 647 

Gliceraldeide chinasi, 314 

Gliceridi, 21, 26 

Glicerofosfolipidi, 21, 27 

Glicerolipidi, 21, 26 

Glicerolo-3-fosfato, 274 

- acil-CoA transferasi, 363 

- deidrogenasi, 274 

Glicerolo, 284 

- 3-fosfato deidrogenasi, 234, 284 

- chinasi, 284 

Glicerolofosfato fosfatidiltransfera- 
s1, 366 

Glicina, 41 

- amidino transferasi, 417 

- deaminazione ossidativa, 398 

Glicirrizoflavone, 737 

Glicocalice, 215 

- lisosomale, 496 

Glicoconiugati, 208, 514 

Glicoforina/e, 76 

- A, 824 

- C, 824 

Glicogenine, 304 

Glicogeno, 15 

- fosforilasi, 188, 305 

- sintetasi, 303 

- - chinasi-3B (GSK3-B), 586 

- - chinasi, 304 

- - - (GSK-3), 597 

- - - 3b (Gsk 3b), 591 

- - fosfatasi, 304 

Glicogenolisi, 302 

Glicogenosi 

- tipo 

--1,310 


- - II, 310 

- - III, 310 

--IV,311 

--V,311 

Glicogenosintesi, 302 

Glicolipidi, 29 

- biosintesi dei, 531 

- catabolismo dei, 535 

- neutri complessi, 21, 29,30 

Glicolisi, 271 

- aerobica, 279 

- anaerobica, 279 

- bilancio energetico, 279 

- enzimi della, 271 

- formazione di ATP nella, 275, 
276 

- regolazione della, 277 

- tappe della, 271-277 

Glicone, 8 

o.)-Glicoproteina acida, 814 

Glicoproteina transpeptidasi, 140 

Glicoproteine, 72 

- a struttura complessa, 73 

- ad alto contenuto di mannosio, 73 

- di tipo ibrido, 73 

- metabolismo delle 

- - N-glicosilate, 73 

- - O-glicosilate, 73 

Glicosamminglicano solfotransfera- 
S1, 927 

Glicosamminoglicani, 16 

Glicosfingolipidi, 29 

Glicosidasi, 8 

Glicosidi, 7 

Glicosil transferasi, 71 

Glicosilazione aberrante, 217 

Glicosuria, 629, 912 

Glicuronato-5’-epimerasi, 527 

Gliossalato, 398 

Glipicani, 954,955 

Glisoflavone, 737 

Globina, 85 

B-globina, 828 

Globuli 

- bianchi, 837 

- piastrine, 829 

- rossi, 823 

Globulina legante la tiroxina 
(TBG), 814 

Globuline, 68 

— 0)-Globuline (totali), 814 

— 0-Globuline (totali), 814 

— B.-Globuline (totali), 814 

— y-globuline, 80, 814 

Glomi carotidei, 966 
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GLUT 

- 1-2, -3, -4, -5, 267 

Glucagone, 54, 622, 631 

- azione, 631 

- secrezione, 631 

- struttura, 631 

B-glucani, 732 

Glucoamidasi, 522 

Glucidi 

Glucochinasi, 123, 269, 627 

Glucocorticoid receptor, 970 

Glucomannani, 732 

Gluconeogenesi, 295 

- bilancio energetico della, 285 

- significato funzionale della, 284 

- stimolazione della, 632 

Glucosammina-6-P, 318 

Glucosammina 10 

o.-1,4 glucosidasi lisosomale, 306 

o-glucosidasi, 518 

- del reticolo endoplasmatico I e II, 
518 

Glucosidi, 7 

Glucosil-galattosil-idrossiprolina, 
933 

Glucosil-transferasi, 517 

Glucosio-1-P, 302 

- uridil transferasi, 303 

Glucosio-1,6-bifosfato, 302 

Glucosio-6-fosfato (G-6-P), 269 

- fosfatasi, 124, 269 

- iIsomerasi, 283 

Glucosio 

- assorbimento del, 266 

- fosforilazione del, 269 

- metabolismo del 

- - aerobico, 271 

- - anaerobico, 277 

- nel sangue, 821 

- soglia renale del, 912 

- trasportatori del, 267 

Glucosio - ossidasi, 9, 151, 154 

Glucuronato-C5-epimerasi, 527 

Glucuronato riduttasi, 314 

B-glucuronidasi, 428 

B-glucuronil-transferasi, 527 

GLUTI, 267, 626 

GLUTI, 267 

GLUT3, 267 

GLUTA, 218, 267 

GLUT5, 267 

Y-glutamil-fosfato, 393 

Y-glutamil-idrolasi, 193 

Glutammato 

- alanina amminotrasferasi, 389 
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- aspartato amminotrasferasi, 389 

- decarbossilasi, 409 

- deidrogenasi, 390, 393, 395 

- glutammato valina transaminasi, 
402 

- isoleucina transaminasi, 402 

- leucina transaminasi, 402 

- ossaloacetato transaminasi (GOT) 

- - mitocondriale, 287 

- - citoplasmatica, 287 

- piruvato transaminasi (GPT), 389 

Glutammina-fruttosio-6-fosfato 
transaminasi, 548 

Glutammina, 41 

- sintetasi, 393 

Glutamminasi, 393 

Glutatione-insulina trans-idrogena- 
S1, 625 

Glutatione, 50, 150, 301, 400 

- perossidasi, 153 

- reduttasi, 175, 96, 153, 301 

- sintetasi, 401 

Glutatione-S-transferasi, 768 

Gluteline, 68 

Glutine, 387 

GMI, 31 

GM2, 31, 538 

GM3, 31, 538 

GMA, 531 

GMP, 438 

- ciclico (CGMP), 562 

- sintetasi, 438 

GnRF, 665 

Gonadotropina corionica, 666 

- - (CG), 666 

- - umana (hCG), 622 

Gonadotropine (ESH e LH), 639 

Gotta 

- primaria, 442 

- secondaria, 442 

GPlca, 532 

GQ1b, 31 

Gramicidina/e, 220 

Granuli cromaffini, 653 

Grasso 

- bruno, 239 

- corporeo, 700 

Graves, morbo di, 652 

Grb2, 578 

GRP, 646 

Gruppo prostetico, 124 

GSK, 305 

GTb, 31 

GIP-ADP fosfotransferasi, 292 

GTPasi Ran, piccola, 496 


Guaina mielinica, 844 

Guanidilato ciclasi 

- citosolubile, 568 

- della membrana plasmatica, 567 

Guanidoacetato, 419 

- metil-transferasi, 417 

Guanina-7-metiltransferasi, 472 

Guanina-ipoxantina fosforibosil- 
transferasi, 440 

Guanina, 100 

Guanosin-difosfato (GDP), 102 

Guanosin-tetrafosfato, 502 

Guanosina, 101 

Guanosin-trifosfato (GTP), 102 

Gulonato 

- deidrogenasi, 314 

- lattonasi, 314 

o-gulonolattone, 313 

Gulonolattone ossidasi, 172, 314 


H 


HABP, Hyaluronic Acid Binding 
Protein, 948 

Hageman, fattore di, 836 

Hanes, grafica di, 130 

Hartnup, morbo di, 49 

Haworth, forma di, 6 

Hb Gower 

- 1,829 

- 2, 829 

Hb Portland, 829 

HbAlal, 83 

HbA12a2, 83 

HbA1b, 83 

HbAlc, 83 

HDL, 171, 326 

HDLI1, 333 

HDL2, 333 

HDL3, 333 

HDL discoidali, 330 

Heat shock proteins, 497, 494 

Henderson-Hasselbach, equazione 
di, 44, 94 

Hepatocyte Nuclear Factors, 970 

Hers, morbo di, 311 

Hill, grafico di, 139 

HMGCOA reduttasi, 169 

Hodgkin D., premio Nobel, 198 

Holliday, intermedio di, 457 

Homing metastatico, 71 

HRE “hormone response elements”, 
618 

HRÙU, “hormone response unit”, 
620 


Huntington, morbo di, 498 
Hypoxia Inducible Factor (HIF)-1, 
966 


Ibrido RNA-DNA, 465 

ICAD (“Caspase-Activated 
Cinese Mbibo® 
610 

ICAM-1, 838 

ICSH (Interstitial Cell Stimulating 
Hormone), 640 

IDL (Intermediate Density 
Lipoproteins), 326 

Idrazide dell’acido isonicotinico, 
189 

Idrazinolisi, 59 

Idrochinoni, 35 

Idrogenazione, 24 

Idrolasi, 124 

- pancreatiche, 322 

Idroperossidasi, 152 

o-idrossi-B-chetoadipato, 398 

25-idrossi-vitamina D3 

7a-idrossi-4-colestene-3-one, 380 

Idrossiapatite, 165, 633 

Idrossicobalamina, 199 

B-idrossi-butirrato deidrogenasi, 
350 

B-idrossi-B-metilglutaril-CoA, 350, 
376 

- reduttasi, 376 

- sintetasi, 349, 376 

B-idrossiacil-ACP deidratasi, 357 

3-1drossiantranilato, 416 

B-idrossiacil-ACP, 357 

B-idrossiacil-CoA deidrogenasi, 341 

B-idrossibutirrato, 350, 353 

- deidrogenasi, 353 

- e acetone, 349 

25-idrossicalciferolo 1-3 idrossilasi, 
167 

Idrossicobalamina, 198 

3-1drossichinurenina, 416 

7a-idrossicolesterolo, 380 

B-idrossi-B-metilglutaril-CoA, 376 

- reduttasi, 376 

- sintetasi, 376 

4-1drossifenilpiruvato diossigenasi, 
173 

12-idrossieicosatetraenoilgliceril- 
estere (12-HETE-G), 687 

Idrossilasi, 151 


Idrossilisina, 42 

Idrossipiridinio, 70, 933 

170-idrossipregnenolone, 662, 664 

17a-idrossiprogesterone, 662 

Idrossiprolina, 42 

17p-idrossisteroide ossidoriduttasi, 
888 

5-idrossitriptammina 

- N-acetiltrasferasi, 418 

- ossidasi, 418 

5-idrossitriptofano, 417 

- decarbossilasi, 417, 418 

IgA, 814 

IgD, 814 

IGF-I, 638 

IGF-II, 638, 931 

[gG, 814 

IgM, 814 

IL-1 B (interleuchina 1 PB), 887 

IL-6 (interleuchina-6), 887 

ILK, (Integrin Linked Kinase), 
586, 587 

Imidazolone propionato idrolasi, 
411 

Immunità cellulare, 504 

Immunoelettroforesi, 57 

Immunoglobuline, 504 

- classi di, 80 

- funzione, 78 

- leggere, 79 

- pesanti, 79 

- struttura, 79 

IMP deidrogenasi, 437 

Impedenziometria bioelettrica, 
700 

Inhportina, 496 

Impulso nervoso, trasmissione dell’, 
846 

Indice 

- del controllo respiratorio (ICR), 
238 

- di massa corporea, 701 

- di Quetelet, 701 

- energetico Integrato (IEI), 704 

- glicemico, 712 

- insulinico, 713 

Infertilità maschile, 252 

Inibina, 658 

Inibitore/i 

- della biosintesi proteica, 499 

- della catena respiratoria, 235 

- della ciclina CdK1, 652 

- delle MMP, 963 

- di proteasi, 763 

Inibizione 


- competitiva, dell’attività enzimati- 
ca, 132 

- enzimatica, 131 

- incompetitiva, dell’attività enzi- 
matica, 133 

- laterale, 590 

- non competitiva, dell’attività enzi- 
matica, 132 

INOS, 870 

Inosina-5’ monofosfato (IMP), 
435 

Inosina, 441, 826 

Inosinicasi, 436 

Inositolo-fosfato 

- fosfatasi, 569 

- glicano (IPG), 593 

Inositolo 1,3,4, 

- 1, 3, 4, trifosfato, 569 

- 1,3,4, 5-tetrafosfato (IP4), 569 

- 1,3,4, 6-tetrafosfato, 569 

- 1,4,5, trifosfato (IP3), 569 

- esafosfato, 569 

Insulin-like growth factor I, 628 

Insulina 

- azione, 626 

- - sul metabolismo glucidico, 627 

- - sul metabolismo lipidico, 628 

- - sul metabolismo proteico, 628 

- biosintesi, 624 

- catabolismo, 625 

- diminuita sensibilità alla, 628 

- recettori dell”, 577 

- regolazione della secrezione dell’, 
624 

- struttura, 624 

Insulinasi, 624,625 

Insulino-resistenza, 548, 630 

Integrina/e, 217, 583, 838, 959 

- 22 BI, 830 

- 64, 584 

- alB2, 838 

Interazioni idrofobiche, 36 

Interferenza genica, 478 

Interferoni, 493 

Interleuchine, 577, 829, 931 

Intermedio di Holliday, 457 

Interneuroni, 844 

Intervalli di riferimento, 822 

Intestinal Fatty Acid Binding 
Protein, IFABP, 323 

Intolleranza 

- al fruttosio, 314 

- al lattosio, 266 

Introni, 112 

Inulina, 16, 732 
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Iodio, 723 

Ione ioduro, 648 

Ioni calcio (Ca ?*), 562 

Ionofori, 220 

Iperaldosteronismo, 821 

Iperammoniemia, 397 

Iperbetalipoproteinemia, 336 

Iperchilomicronemia, 335 

Ipercolesterolemia familiare, 334 

Iperfenilalaninemia, 414 

Iperkaliemia, 831 

Iperlipoproteinemie, 335 

Iperlisinemia, 403 

Ipernatriemia, 925 

Iperomocisteinemia, 189, 202 

Iperossaluria 

- non primaria, 398 

- primaria, 398 

Iperpolarizzazione, 848 

Iperprebetalipoproteinemia, 336 

Ipertrofia 

- miocardica fisiologica, 810 

- patologica, 810 

Iperuricemia, 442 

Ipervalinemia, 403 

Ipervitaminosi A, 164 

Ipofisi 

- anteriore, 636 

- intermedia, 636 

- posteriore, 636 

Iponatriemia, 925 

Ipotalamo, 641 

Ipotaurina, 400 

Ipotiroidismo, 651 

[povitaminosi, 160 

Ipoxantina, 100, 441 

IRS-1 e -2 (Insulin receptor substra- 
te-1 e -2) 78, 592 

Ischemia, 806 

Isocitrato deidrogenasi, 291 

Isoenzima ibrido MB nel miocar- 
dio, 809 

Isoenzimi, 125 

Isoleucina, 40, 40 

Isomaltosio, 13 

Isomerasi, 124 

Isomeria ottica, 4 

Isoniazide, 180 

Isopenteneil adenosina, 474 

Isopentenil-pirofosfato 35, 377 

Isopentenil-tRNA, 379 

Isoprene, 35 

Isoproterenolo, 563 

Istammina, 392, 411 

Istidasi, 411 
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Istidina, 42 

- deaminasi, 392 

Istidinemia, 411 

Istomorfometria ossea, 933 

Istoni, 68, 113 

Ittero 

- da insufficiente coniugazione epa- 
tica della bilirubina, 429 

- da stasi, 429 

- emolitico, 429 


J 


JAKI1, 578, 887 

JAK2, 578 

Jaluronidasi, 16, 528 

Jelly roll fold, 549 

JNK (JUN-NH, terminal kinase), 
576 

Joining chain, 81 

JUN, 586 


K 


K*, ritenzione di, 915 
Kampferolo, 736 

Katal degli enzimi, 118 
Kendrew, premio Nobel, 88 
kernicterus, 429, 879 
Kindline, 584 

Klenow, frammento di, 452 
Krabbe, malattia di, 538 
Krebs E, premio Nobel, 491 
Krebs H., premio Nobel, 289 
Kupffer, cellule di, 755 
Kwashiorkor, 712 


L 


L-amminoacido ossidasi, 150, 390 

L-metilmalonil-CoA mutasi, 199 

L-xilulosio, 313 

- riduttasi, 314 

L(+)-idrossiacil-CoA, 341 

Laccasi, 150 

LAD, (Leucolyte Adhesion 
Deficiency), 587, 839 

Lamelle 

- circonferenziali 

- - esterne, 928 

- - Interne, 928 

Lamina, 492, 778 

- basale, 939 


- interna, 893 

Lamine, 492 

Laminina, 584, 786, 959 

Lanosterolo, 378 

LARN, 722 

Latch bridges, 898 

Lathyrus odoratus, 508 

Latirismo, 508, 946 

B-lattamasi, 684 

Lattico deidrogenasi, 123, 276, 277 

o-lattoalbumina, 317, 638 

Lattobacilli, 733 

Lattoferrina, 150 

Lattone dell’acido 6-fosfogluconi- 
co, 296 

Lattoni (esteri interni), 541 

Lattosio, 13 

Lattotransferrina, 74 

Lattugaxantina, 734 

LDL-recettore, 332 

LDL, 171 

Lecitina 

- colesterolo acil-transferasi 
(LCAT), 204, 333, 379 

- retinolo acil-CoA transferasi, 161 

Lecitine, 27 

Lecticani, 549 

Lectina/e, 213, 838 

- di “tipo C””, 549 

- endocitiche, 549 

Legame/i 

- carbammidico o peptidico, 49 

- diglicosidico, 8 

- disolfuro, 61 

- elettrostatico, 65 

- fosfodiestereo, 103 

- glicosidico, 8 

- idrogeno, 63 

- idrossipiridinico, 70 

Legamento periodontale, 935 

Legante il TATA box (TBP), 559 

Legge del tutto o nulla, 849 

Leloir L., premio Nobel, 311 

Leptina, 886 

Lesch-Nyhan, malattia di, 440 

Leucemia 

- acuta mieloide e linfoblastica, 623 

- cronica mieloide, 623 

- linfocitica cronica, 819 

Leucina, 40, 40 

Leucociti, 813, 822 

- basofili, 822, 837 

- eosinofili, 822, 837 

- neutrofili, 822, 837 

- funzione dei, 838 


Leucodistrofia 

- a cellule globoidi, 538 

- metacromatica, 538 

- spongiforme, 878 

Leucoencefalopatia infantile, 254 

Leucotrieni, 667, 669 

Levi-Montalcini R., premio Nobel, 
876 

Levulosio, 8 

LGMD2K, 526 

LH, 639 

Li”, 569 

Liasi, 124 

Licopene, 734 

Lidocaina, 800 

Ligandi-FAS, 576 

Ligandina, 427 

Ligando/i 

- apoptotico, 606 

- bioattivi, 559 

- chimici di natura 

- - Idrofilica, 559 

- - idrofobica, 559 

- Wnt, 590 

Ligasi SEL 10, 589 

Linea 

- M, 781,782 

- Z, 782 

Lineweaver e Burk, formulazione 
grafica di, 129 

Linfociti, 81, 822 

Linfoma di Burkitt, 623 

Linoleil-CoA, 345 

Lipasi, 26, 322 

- del tessuto adiposo, 628 

- lipoproteica, 329 

Lipemia alimentare, 324 

Lipid rafts, 216 

Lipidi 

- assorbimento dei, 323 

- digestione dei, 322 

- funzione dei, 21, 322 

- metabolismo dei, 338 

- protezione meccanica e termica 
dei, 322 

- struttura, 21 

- trasporto nel sangue dei, 325 

Lipoammide, 182 

Lipoil transacetilasi, 288 

Lipoossigenasi, 369, 669, 672 

Lipoproteina/e, 72 

- aumento delle, 335 

- lipasi, 327 

- plasmatiche, 325 

- - caratteristiche, 327 


- - frazionamento, 326, 335 

- - funzione, 326 

- - metabolismo, 326 

- X, 336 

Liposomi, 37, 209 

Lipossine, 667, 676 

o.-Lipotropina (o-LPH), 622 

B-Lipotropina, (B-LPB), 636, 640 

y-Lipotropina (Y- LPB), 640 

Liquido cefalorachidiano, 846 

Liquor, 846 

Lisil-idrossilasi, 942. 173,410 

Lisina-ossidasi, 507 

Lisina, 42 

Lisinuria, 403 

Lisofosfatidato 

- acil-CoA transferasi, 363 

Lisofosfolipasi pancreatica, 323 

Lisofosfolipidi, 28 

Lisosoma 

- primario, 496 

- secondario, 496 

Lisozima, 121, 814 

Litio, 726 

Livelli normali, 822 

Livello di Attività Fisica (LAF), 
705 

LKBI, 594 

LNR, “LIN-12/Notch Related 
Region”, 588 

Long acting thyroid stimulator 
(LATS), 652 

Lovastatina, 379 

LRP, proteina trans-membrana cor- 
relata al recettore per le LDL, 591 

LTC4 sintetasi, 673 

Lumicano, 951 

Luteina, 734 

Luteolina, 736 


M 


Macchinario mitocondriale dell’im- 
port, 250 

Macrociti, 829 

Macroelementi, 716 

Macrofagi, 828 

o-Macroglobulina, 814, 834 

Macroglobulinemia di 
Waldenstrom, 819 

Macronutrienti, 705 

Macula densa, 924 

MAG (‘“myelin associated glyco- 
protein), 846 


Magnesio, 719 

Malato deidrogenasi 

- - citoplasmatica, 282 

- - mitocondriale, 282, 287 

Malattia/e 

- da ritenzione di chilomicromi 
(CMRD), 526 

- di Alzheimer, 548 

- di Anderson, 526 

- di Canavan, 878 

- di Ehlers-Danlos 

--IVe VII, 508 

-- V, 508 

- - variante progeroide, 53 | 

- - VI, 508 

- di Kashin-Beck, 724 

- di Keshan, 724 

- di Krabbe, 538 

- di Parkinson, 861 

- di Salla, 524 

- lisosomali, 374 

- da ritenzione di chilomicroni 
(CMRD), 526 

- muscolo-occhio-cervello (MEB), 
S25 

Malnutrizione proteica 
(Kwashiorkor), 816 

Malonato, 293 

Malonil-CoA, 742 

- ACP transacetilasi, 357 

Malonildialdeide, 148 

Maltasi, 729 

Maltosio, 12 

Maltotriosio, 266 

Man “centrale”, 517 

Manganese, 723 

Mannitolo, 8, 9 

o-1-2-mannosidasi, 518 

o-mannosidasi, 522 

B-mannosidasi, 522 

o-mannosidosi, 524 

B-mannosidosi, 524 

Mannosil-transferasi, 517 

Mannosio-1-P, 318 

Mannosio-6-P, 318 

Mannosio, $, 515 

Malonil-CoA, 355 

MAP, mitogen activated protein, 
578 

MAPK, MAPKK, MAPKKK, 578, 
579 

Marasma, 712 

Marcatori biochimici 

- del rimodellamento osseo, 932 

- dell’attività osteoclastica, 933 
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Marchio falciforme (sickle cell 
trail), 97 

Marfan, sindrome di, 508 

Margine increspato, 927 

Massa grassa, 700 

Mastcellula, 828 

Matrice extracellulare, 226 

Matrilisine, 963 

Matrix targeting signals, 250 

MBP, “myelin basic protein”, 846 

MCH (Emoglobina Corpuscolare 
Media), 822 

MCHC (Conc. Emoglobinica 
Corpuscolare Media), 822 

MCV (Volume Globulare Medio), 
822 

Mc Ardle, morbo di, 315 

MEB, 526 

Mediatori chimici, 851 

Medicina rigenerativa, 950 

MEF?2 (myocyte enhancer factor-2), 
791 

Megacariocita, 828 

Megalina, 911 

Megaloblasti, 829 

MEK, 952 

MEKK, 952 

Melanina, 165 

Melatonina, 417 

Mello C., premio Nobel, 478 

Membrana/e 

- basale glomerulare, 908 

- basali, 939 

- biologica, 215 

- - Composizione e struttura, 208 

- - modello a mosaico fluido, 215 

- - funzione, 216 

- mielinica, 208 

- mitocondriale interna, 226 

- mitocondriale esterna, 226 

- postsinaptica.851 

- presinaptica, 851 

Menachinone, 170 

Menadione, 170 

MEOS (‘“microsomal ethanol oxidi- 
zing system”), 766 

MERRF (myoclonic epilepsy and 
ragged red fiber disease), 252 

Mercaptoetanolo, 67 

B-mercaptoetilammina, 183 

Meromiosina 

- leggera, 782 

- pesante, 782 

Mersalyl, 243 

Mescalina, 861 
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Messaggeri 

- chimici, 559, 851 

- primari, 558, 559 

- secondari, 560 

Met-encefalina, 641 

Metabolismo basale (MB), 651 

Metabolismo 

- basale, 702 

- degli amminoacidi, 383 

- degli eritrociti, 825 

- dei corpi chetonici, 349 

- dei fosfolipidi, 362, 369 

- dei glicolipidi, 531 

- dei glicosamminoglicani, 526 

- dei lipidi, 326, 338, 353 

- dei nucleotidi, 431 

- dei proteoglicani, 536 

- dei singoli amminoacidi, 397 

- dei trigliceridi, 361 

- del colesterolo, 374 

- del fegato, 757 

- del ferro, 421 

- del fruttosio, 314 

- del galattosio, 316 

- del glicogeno, 302 

- - regolazione del, 306 

- del glucosio, 269 

- del rene, 905 

- del tessuto nervoso, 877 

- dell’acido 

- - deossiribonucleico, 447 

- - glucuronico, 312 

- - ribonucleico, 463 

- della emoglobina, 421 

- delle ancore glicano fosfoinositi- 
diche, 539 

- delle glicoproteine, 517 

- delle proteine, 481 

- epatico dell’etanolo, 768 

- Intermedio, 263 

- muscolare, 791, 801 

Metaemoglobina, 95 

- riduttasi, 96 

Metaemoglobinemia, 96 

- familiare, 96 

Metalloproteasi (MMP), 962 

Metallotioneina, 721 

Metarodopsina II, 874 

Meteniltetraidrofolato cicloidrolasi, 
195 

5S-metilF4-monoGlu, 193 

Metilasi III, 404 

S-P-metilciclodestrina, 686 

Metilcobalammina, 199 

Metilerotonil-CoA carbossilasi, 190 


Metilentetraidrofolato 

- deidrogenasi, 195 

- reduttasi, 175, 195 

7-metilguanina, 100 

l-metilguanosina, 474 

Metilmalonil-CoA 

- epimerasi, 348 

- mutasi, 348 

Metilxantine, 563 

Metinazolo, 648 

Metionil-tRNAfMet formiltransfe- 
rasi, 195 

Metionina, 40 

- adenosil trasferasi, 401 

- sintasi, 195, 199, 200 

Metionina-adenosiltransferasi, 201 

Metotrexato, 197 

Mevalonato, 376 

Mi-RNA, 476 

MIA (Mitochondrial Intermembrane 
space Assembly machinery), 250 

Miastenia gravis, 858 

Micelle, 36, 209 

- miste, 322 

Michaelis e Menten, costante di, 
127 

Microcefalia tipo Amish, 254 

Microdomini di membrana, 216 

Microfilamenti, 776, 844 

Microglia, 844 

B,-Microglobulina, 814, 817 

Micronutrienti, 705 

Microsomal Triglyceride Transfer 
Protein (MTTP), 330 

Microtubuli, 776, 844 

Midollare del surrene 

- iperfunzione della, 656 

- ormoni della, 652 

Mieloma multiplo, 81, 819 

Migrazione cellulare, 695 

Mieloperossidasi, 840 

Mineralcorticosteroidi, 656 

Mini Chromosome Maintenance 
proteins 

Miocardio 

- energia fosfato nel, 801 

- substrati ossidabili utilizzati dal, 
802 

Miochinasi, 792 

Miociti, 779 

- pacemarker”, 896 

Miodistrofia degenerativa di 
Duchenne, 786 

Miofibrille, 779,780 

Miofilamenti 


- sottili, 781 

- spessi, 781 

Mioglobina, 85 

Mioinositolo-1,4,5-trifosfato, 562 

Miomesina, 785 

Miopatia 

- distale con vacuoli orlati 
(DMRV), 526 

- ereditaria da corpi di inclusione 
(hIBM), 526 

Miosina, 782 

- energizzata, 789 

MiRISC (miRNA induced silencing 
complex), 477, 478 

mIRNA (microRNA), 105 

- duplex, 478 

- maturo, 478 

Mirtrons, 478 

Misfolding proteico, 497 

Mitchell P., premio Nobel, 240 

Mixedema, 651 

Mixotiazolo234 

MMP di membrana, 963 

MMR (“Macrofage mannose recep- 
tor”), 553 

Modellamento vascolare, 901 

Modello 

- a mosaico fluido della membrana, 
213 

- chemiosmotico, 236, 240 

Modificazione covalente della mo- 
lecola enzimatica, 135 

Modulo polipeptidico 

- PH (“Pleckstrin Homology”), 600 

- PTB (“PhosphoTyrosine bin- 
ding””), 600 

- SH2, 600 

- SH3, 600 

MODY, Maturity Onset Diabetes of 
the Young, 969 

Mohr-Tranebjaerg Syndrome 
(MTS), 254 

Molecole di adesione cellulare, 551 

Molibdeno, 725 

Molten globule, globulo fuso, 497 

Monellina, 13 

Monensina, 220 

Mono-ADP- 
ribosiltransfMonoacilgliceroli 

Monoammina ossidasi (MAO), 
654 

Monociti, 822, 828 

Monogliceride: acil-CoA - acil tran- 
sferasi, 323 

Monogliceridi, 26 


Monoossigenasi, 173, 347 

- citocromo P450-dipendenti, 765 

- microsomiale, 348 

Monosaccaridi, 3 

Monossido di carbonio (CO), 234 

Morbo 

- di Addison, 658 

- di Alzheimer, 498 

- di Andersen, 311 

- di Cori, 310 

- di Creutzfeldt-Jakob, 498 

- di Cushing, 658 

- di Fabry, 538 

- di Farber, 374 

- di Flaiani-Basedow, 652 

- di Gaucher, 31 

- di Graves, 652 

- di Hartnup, 49 

- di Huntington, 498, 697 

- di Mc Ardle, 311 

- di Menkes, 721 

- di Nieman-Pick,31, 374 

- di Parkinson, 413, 682 

- di Pompe, 310 

- di Refsum, 26, 348 

- di Tay-Sachs, 31, 537 

- di von Gierke, 310, 759 

- di Wilson, 722 

- Hartnup, 914 

Morte cellulare programmata o 
apoptosi, 558, 606 

Motilina, 646 

Motori molecolari, 777 

Movimento a “flip-flop”, 211 

MPF (“Maturation Promotong 
Factor”), 605 

MPV (Volume Piastrinico Medio), 
822 

mRNA, 103, 463466 

a-MSH, 641 

B-MSH, 641 

y-MSH, 641 


MtDNA (DNA mitocondriale), 249 


Mucina, 76 

Mucolipidosi I, 524 

Mucopolisaccaridi, 16 

Mucopolisaccaridosi, 530 

Muscolo 

- cardiaco, 796 

- meccanismo della contrazione 

el, 796 

- - organizzazione strutturale del, 
796 

- liscio, 895 

- - contrazione del, 896 


- - organizzazione strutturale del, 
395 

- scheletrico, 780 

- - contrazione del, 786 

- - organizzazione strutturale del, 
780 

Mutarotasi, 5 

Mutarotazione, 5 

Mutazione 

- per delezione, 455 

- per inserzione, 454 

- per transversione, 454 

- somatica, 504 

Myc, 578, 579 


N 


N-acetil-5-idrossitriptammina meti- 


lasi, 418 
N-acetil-glutammato, 394 
N-acetil-p-benzochinoneimina, 

NAPQI, 768 
N-acetilaspartato, 878 


N-acetilgalattosammina (GalNAc), 


10, .30, 73,515 
N-acetilglucosammina (GIcNAc), 

10, 73, 515 
N-acetilglucosammina-1-P, 318 
N-acetilglucosammina-6-P, 318 


N-acetilglucosammina-de-N-aceti- 


lasi, 527 
N-acetilglucosammina-1-fosfato 
transferasi, 495 
N-acetilmannosammina, 318 
N-acetilmannosammina-6-P, 318 
N-acetilneuramminico, 30 
N-formilchinurenina, 416 
N-metilnicotinammide, 181 
Na'/K'ATPasi, 222 
N-Secl1, 852 
N-solforilazione, 527 
N-solfo-transferasi, 527 
N-telopeptide, 945 
Nl-metilguanina, 100 
N2,N2-dimetilguanina, 100 
N6,N6-dimetiladenina, 100 
NAD, 177, 228 
- chinasi, 179 
NADH, 228 
- CoQ ossidoreduttasi, 233 
- deidrogenasi, 233 
NADP, 177, 228 
NADPH, 228 
Nanismo, 637 
- Ipofisario, 933 
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NCAM (Neural Cell Adhesion 
Molecule), 73, 544, 955 

NDNA, 249 

Nebulina, 785 

NEFA, 795 

Nefrina, 908 

Nefrone, 905 

Nefropatia da urati, 442 

Negative Regulation Domain, 596 

Neostigmina, 134, 134 

Nerve growth factor, 876 

Neoxantina, 734 

Neph-1,-2, 908 

NET (Norepinephrine Transporter), 
859 

Neuro filamenti H, L, M, 548 

Neuroblastoma, 623 

Neurofibromatosi di tipo 1, 623 

Neurofilamenti, 778 

Neurofisina, 642 

Neuroglobina, 97 

Neuroni 

- motori, 844 

- sensoriali, 844 

Neuropatia, 

- Atassia e Retinite Pigmentosa 
(NARP), 252 

- diabetica, $ 

- Ottica Ereditaria di Leber 
(LHON), 252 

Neuropeptide Y (NPY), 691, 887 

Neuroprotettine, 677 

Neurorecettore/i, 853 

- lonotropici, 853 

- metabotropici, 853 

Neurotrasmettitori, 85] 

- eccitatori, 854 

- Inibitori, 854 

Neurotrofina-3 (NT-3), 876 

Neurotrofina-4 (NT-4), 876 

Neurotrofine, 876 

Neutrofilo, 822, 828 

NF-KB6, 608 

Niacina, 176 

NICD, “Notch Intra Cellular 
Domain”, 589 

Nickel, 726 

Nicotinamide-adenildinucleotide 
(NAD), 102 

- fosfato (NADP), 102 

Nicotinamide, 176 

- deficienza, 180 

- fabbisogno, 180 

- funzione, 179 

Nicotinamideamminasi, 179 
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Nicotinammide fosforibosiltransfe- 
rasi, 179 . 

Nidogeno, 960 

Nieman-Pick, morbo di, 31, 374 

Nifedipina, 800 

Ninidrina, 46 

NO sintetasi (NOS), 568, 870 

Nodi di Ranvier, 844 

Nodo 

- atrio-ventricolare, 797 

- seno-atriale, 797 

Noradrenalina, 652, 855 

- azione, 654 

- metabolismo, 652, 653 

Norepinefrina, 652 

Normoblasto 

- intermedio, 828 

- maturo, 828 

- primitivo, 828 

NSF (“N-ethylmaleimide sensitive 
factor”), 852 

Nucleasi de-adenilante, 476 

Nuclei del rafe, 862 

Nucleoproteine, 73 

Nucleosidasi, 444 

S-nucleotidasi, 793 

Nucleoside 

- difosfato-fosfatasi, 516 

- difosfato chinasi, 433 

Nucleosidi, 101 

Nucleosomi, 114 

5S’-nucleotidasi, 75, 540 

Nucleotidi, 101 

- biosintesi dei nucleotidi pirimidi- 
nici, 432 

- biosintesi dei nucleotidi purinici, 
435 

- catabolismo dei nucleotidi pirimi- 
dinici e purinici, 440 

- vie metaboliche di salvataggio, 
440 

Numerazione 

- carbossilica, 24 

-Don, 24 

Numero 

- di iodio, 25 

- di turnover degli enzimi, 118 

Nutrienti, 159, 699 

- essenziali, 707 

- non essenziali, 713 

Nutrizione, 700 


O 


Obesità, 630, 700 


OBLA (“Onset of Blood Lactate 
Accumulation”), 794 

Ocronosi, 415 

ODF (osteoclast differentiation fac- 
tor), 931 

Odontoblasti, 68 

Oftalmoplegia 

- Cronica Esterna Progressiva (C- 
PEO), 252 

- Esterna Progressiva, 254 

O-GleNAc 

- idrolasi (O-Gasi), 545 

- transferasi (OGT), 545 

O-lattil-idrolasi, 541 

Oligodendrociti, 844 

Oligoelementi, 716 

Oligofrenia fenilpiruvica, 414 

Oligo (01,4 €1,6)-glucantransfera- 
s1, 304 

Oligoglicosil-transferasi, 518 

Oligoisoadenilato sintetasi, 493 

Oligomicina, 237 

Oligopeptidi, 50 

Oligosaccaridi 

- digestione degli oligosaccaridi in- 
testinali, 728 

Omeostasi, 616 

Omocisteina, 43 

- desulfidrasi, 401,402 

- transmetilasi, 401,402 

Omocistinuria, 399 

Omogentisinato, 413 

- ossidasi, 413 

Omoglicani, 13 

Omoglicosidi, 8 

Omopolisaccaridi, 13 

OMP-decarbossilasi, 433 

Oncogeni, 623 

Onda 

- di contrazione muscolare, 786 

- di depolarizzazione della membra- 
na, 846 

Operone, 499 

- del lattosio, 500 

- dell’arabinosio, 501 

- per il triptofano, 502 

Opsina/e, 162, 874 

ORC (“Origin Recognition 
Complex”), 604 

Ordeina, 68 

Orletto a spazzola, 727 

Ormone/i, 615 

- adrenocorticotropo (ACTH), 622 

- androgeni, 622 

- antidiuretico 


- - (ADH, vasopressina), 622 

- - (ADH), 622 

- autocrini, 616 

- della crescita (GH), 622 

- derivati 

- - dagli acidi grassi, 616 

- - dagli amminoacidi, 616 

- - dalla vitamina D3, 616 

- di rilascio 

- - dell’ACTH (cRH), 622 

- - della gonadotropina (GnRH), 
622 

- - della tireotropina (TRH), 622 

- endocrini, 615 

- estrogeni, 622 

- follicolo-stimolante (FSH), 622 

- follicolo stimolante (FSH), 636 

- ipotalamico GnRH, 665 

- luteinizzante (LH), 622, 636 

- glucocorticoidi, 622 

- melanocita-stimolante (MSH), 
622 

- melanotropo (B -MSH), 636 

- mineralcorticoidi, 622 

- paracrini, 616 

- paratiroideo (PTH), 622 

- progestinici, 622 

- proteici e peptidici, 616 

- steroidei, 616 

- tireo-stimolante (TSH), 622 

- tiroidei (T3 e T4), 622 

Ornitina, 43 

- carbamil trasferasi (OCT), 395 

- decarbossilasi, 406,407 

- transcarbamilasi mitocondriale, 
394 

Orosomucoide, 814 

Orotato, 432 

- fosforibosil transferasi, 433 

Orotidin-5’-fosfato, 433 

Ossalato, 398 

Ossaloacetato, 282 

Ossalosuccinato, 291 

Ossidasi, 150 

- a funzione mista, 151 

Ossido 

- di carbonio CO, 899 

- nitrico, 169, 173 

- - sintasi, 197 

Ossidoriduttasi a ferro/zolfo, 124 

Ossigenasi, 151 

- NADPH-dipendente e citocromo 
bs, 541 

Ossigeno 

- radicali liberi dell’, 148 


- trasporto dell’, 89 
Ossisteroli, 715 
Ossitocina, 622, 636, 641 
Osso 
- alveolare, 935 
- demineralizzazione dell’, 930 
- parte minerale, 928 
- riassorbimento dell’, 931 
Osteoartrite, 934 
Osteoblasti, 68, 927 
Osteocalcina, 166, 929, 932 
Osteociti, 927 
- cellule stellate, 927 
Osteoclasti, 166, 635, 828, 927 
- maturi, 931 
- polinucleati, 927, 931 
Osteofluorosi, 725 
Osteogenesi imperfetta, 69, 508, 
934, 946 
Osteoide, 927 
Osteomalacia, 934 
Osteonectina, 929 
Osteopenia, 167 
Osteopetrosi, 935 
Osteopontina, 166, 929 
Osteoporosi, 167, 636 
Osteosarcoma, 623 
Ouabaina, 222, 826, 850 
Ovoalbumina, 75 
Ovulazione, 667 
Ovulo, 667 
Oxintomodulina, 647 


P 


P-colina, P-etanolamina transferasi, 
365 

P-idrossifenilpiruvato, 413 

- ossidasi, 413,414 

P-P-Dol fosfatasi, 518 

P-Selectina, 839 

P300 istone acetiltransferasi, 969 

Palindromi, 113 

1-palmitoil-2-oleil-3-stearil-glicero- 
Le, 26 

Palmitato di miricile, 26 

PAM (Presequence Translocase- 
Associated Motor), 251 

Pancreatic duodenal homeobox fac- 
tor-1, 970 

Pancreozimina, 386, 626 

Pantotenato chinasi, 184 

Papaina, 124 

PAPS (phosphoadenosin-fosfosulfa- 
te), 515 


Paracetamolo, 768 

Paraganglioma, 254 

Paraplegia spastica, 254 

Paratormone (PTH), 54, 165, 632, 633 

Paratropomiosina, 786 

Parkinson, morbo di, 413 

- giovanile, 254 

Particella di riconoscimento del se- 
gnale (SRP), 494 

Parvalbumina, 573 

o-parvina, 584 

B-parvina, 584 

PAS, reagente acido periodico- 
Schiff, 825 

Pasteur L., effetto, 280 

Paxillina, 584,585 

PBI (Protein Bound Iodine), 649 

PC (Adenomatous Polyposis Coli), 
591 

PCR (polymerase chain reaction), 
461 

PDGF, 931 

Pectine, 14, 732 

Pedicelli 

- dei podociti, 908 

- vascolari, 845 

Pellagra, 160 

Penicillina, 140 

Penicillinasi, 126 

Penicillum notatum, 9 

Pentosani, 732 

Pentosi, 100 

Pentoso-fosfati, ciclo dei, 295 

Pentosuria essenziale, 314 

PEP carbossichinasi, 282 

Pepsina, 124, 384 

Pepsinogeno, 384 

Pepstatina, 384 

Peptidasi, 383 

Peptide-N terminale, 932 

Peptide/i, 49 

- battericidi (difensine), 839 

- C-terminale, 932 

- C, 624 

- chimotriptici, 386 

- inibitore gastrico, 730 

- - GIP-, 643 

- - (GIP), 645 

- natriuretico/1, 917 

- - atriale (ANP), 567 

- - renale, 918 

- Oppioidi a catena 

- - corta, 871 

- - lunga, 871 

- triptici, 386 
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Peptidil-trasferasi, 486 

Peptidil lisil ossidasi, 70 

Peptidilglicina monoossigenasi, 173 

Periciti, 895 

Periferina, 778 

Periidrofenantrene, 32 

Perilipina, 886 

Periostio, 928 

Perlecano, 955, 961 

Permeasi, 126, 219, 500, 516 

Perossidasi, 9, 152,153 

Perossinitrito, 169 

- ONOO-, 901 

Perossisomi, 152, 391, 761 

Peroxisome proliferator-activated 
receptors (PPAR), 163 

Peruts M. premio Nobel, 89 

Peso 

- desiderabile, 700 

- ideale, 700 

PGE2, 672, 832 

PGE2-glicerolo, 687 

PGF2, 670 

PH (“Pleckstrin Homology”), 586 

Phospholipid Exchange Proteins 
(PLEP), 364 

Pi-RNA maturi, 478 

Pi (0 piwi) RNA, 105 

Piastrine, 813, 822 

- adesione delle, 830 

- aggregazione delle, 330 

- fattore di attivazione delle, 29 

- funzione delle, 829 

PIC (Preinitiation complex), 486 

Piccoli RNA 

- - citoplasmatici (scRNA), 466 

- - nucleari, 466 

- - nucleolari (snoRNA), 466 

PIF (Prolactin Inhibiting Factor), 
638 

Pigmenti biliari, 426 

PINCH-1 e -2 (“Particularly 
Interesting New Cystein-Histidine 
protein’), 587 

Ping-pong, meccanismo a, 134 

Pinocitosi, 387 

Piombo, 726 

Pirano, 6 

Piridin nucleotide transidrogenasi, 
228 

Piridinolina-PYD, 933 

Piridossale, 185 

Piridossalfosfato 

- reazione di decarbossilazione, 187 

- reazioni di transamminazione, 187 
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Piridossammina, 185 

Piridossina-5’-fosfato-ossidasi, 175 

Piridossolo (Piridossina), 185 

PIRNA, 478 

Pirofosfatasi, 303 

S-pirofosfomevalonato, 377 

Pirrolasi, 151 

Piruvato, 276 

- carbossilasi, 190, 280 

- chinasi, 276 

- deidrogenasi, 288 

Pit cells, 755 

PKA, 565 

PKB, 592 

PRG, 375 

PKG, 567 

PLA2 citoplasmatica, 576 

Placca/che 

- amiloidi, 498 

- motrice, 845 

- neuromuscolare, 786 

Placenta, 667 

Plasma, 815 

Plasmalogeni, 28, 365 

Plasmina, 835, 964 

Plasminogeno, 814, 835 

Plasmodium falciparum, 96 

Platelet-Activating Factor, PAF, 29 

PLC-d, 569 

PLC-e, 569 

PLC-g, 569 

PLC-h, 569 

PLC-z, 569 

PLC specifica per i glicano-fosfoi- 
nositidi, 593 

PLCb, 569 

Pleckstrin Homology, 581 

Pleckstrina, 830 

PLEP (Phospholipid Exchange 
Proteins), 364 

Plexine, 582 

Plicometria, 700 

PLP, “proteolipoprotein”, 846 

Podocina, 908 

Poliammine, 406 

Poli N-acetillattosamine, 521 

Poli(ADP-ribosio)polimerasi 
(PARP), 180 

Poliacrilamide, 57 

Poliadenilato polimerasi, 472 

Polidipsia, 912 

Polifenolo- ossidasi, 150 

Polifenoli, 733 

Polineurite periferica, 181 

Polinucleotide fosforilasi, 476 


Polipeptide vasoattivo intestinale 
(VIP), 645 

Polipeptidi, 50 

Poliprenoli, 35 

Poliribosomi, 103, 489 

Polisaccaridi 

- digestione dei, 266 

- nutrizionali (riserva), 13 

- strutturali (sostegno), 13 

Polisoma, 489 

Poliuria, 912 

Polpa dentale, 935 

Pompe 

- per i Ca°*, 572 

- per l’Na', 221 

- per l’ Na'/K*, 222 

- per l'Na'/H°, 221 

- protoniche, 235 

- - di “tipo-V”, 223 

- - H'ATPasi, 237 

Ponte/i 

- a catenaccio, 898 

- glicano fosfoinositide (GPI), 77 

Porfina, 85 

Porfiria/e 

- epatiche, 426 

- eritropoietiche, 426 

- intermittente acuta, 426 

Porfirine, 85, 295 

Porfobilinogeno, 424 

- sintetasi, 424 

Porina, 227 

Post-sinapsi, 845 

Post y-Globuline, 814 

Potassio (K*), 716 

Potenziale 

- di azione, 847 

- di riposo, 846 

- energetico 

Potenziamento 

- a lungo termine, 871 

- sinaptico a lungo termine (LTP), 869 

Potere 

- catalitico, 117 

- riducente, 10 

- rotatorio, 4 

PPAR 

- (peroxisome proliferator-activated 
receptors), 761 

- € (Peroxisome Proliferator- 
Activate Receptor a), 172 

PPARO (Perossisomal Proliferator- 
Activator Receptor 0), 331 

PPRE (peroxisome proliferator re- 
sponse elements), 689 


Pre-albumina, 814 

Pre-miRNA, 477 

Pre-paratormone, 633 

Pre-pro-paratormone, 633 

Pre-procollagene, 942 

Pre-proinsulina, 624 

Pre-sinapsi, 845 

Prebiotici, 733 

Precallicreina, 814, 835 

Precipitazione 

- frazionata, 54 

- Isoelettrica, 54 

Pregn-5-ene-3,20-dione, 662 

Pregnandiolo glucuronide, 660 

Pregnelone, 662 

Preniltransferasi, 379 

Prenoidi, 21 

Presenilina, 589 

Pressione 

- parziale CO), 90 

- parziale O,, 89 

Previtamina D3, 165 

PRF (Prolactin Releasing Factor), 
638 

Pre-mi-RNA, 476 

Primasi, 450 

Primosoma, 437, 451 

Principio di Anfinsen, 65, 490 

Pro-caspasi 

- 8, 607 

-9,610 

Pro-collagene, 942 

Pro-opiomelanocortina (POMC), 
640, 641 

Pro-tropocollagene peptidasi, 506 

Proteasoma, 509 

Proaccelerina, 834 

Probiotici, 733 

Procainamide, 800 

Procianidina, 737 

Proconvertina, 834 

Prodotto dell’oncogene K-ras, 694 

Prodotto di Amadori, 82 

Proenzimi, 384 

Proeritroblasto, 828 

Protine adattatrici Nck2, 587 

Progenitore 

- linfoide comune, 828 

- mieloide comune, 828 

Progesterone, 659 

Progestinici, 662 

Proglucagone, 631 

Programma apoptotico, 606 

Proinsulin converting enzyme, 625 

Proinsulina, 624 


Prolamine, 68 

Prolattina (PRL), 622, 636, 638 

Proliferatore perossisomale, 970 

Prolil-idrossilasi, 941 

- 3-1drossilasi, 173 

- 4-idrossilasi, 173 

Prolina, 40 

Pronasi, 58 

B-propeller, 584 

Propiltiouracile, 648 

Propionil-CoA, 348 

- carbossilasi, 190, 348 

Prostacicline, 667 

Prostaglandina-etanolammide 
(PGE2-EA), 687 

Prostaglandine, 667 

- PGA, 669 

- PGB, 669 

- PGD, 669 

- PGE, 669 

- PGF, 669 

- PGG/PGH, 669 

- PGI, 669 

- PGF20, 670 

Protamine, 68 

Proteasi, 124 

- ATP e Mg?* dipendenti, 509 

- di morte, 609 

- digestive, 728 

- gastriche, 728 

- lisosomali, 426 

- microsomiale, 404 

- pancreatiche, 728 

Proteasoma, 509 

Protein-tirosinofosfatasi, 578 

Protein Disulfur Isomerase (PDI), 
505 

Proteina-chinasi, 135 

- A (PKA), 565 

- B (PKB), 592 

- C (PKC), 573 

- PDK, 592 

- PKG, 567 

Proteina-fosfatasi, 135 

Proteine 

- a cerniera a lampo, 621 

- acida fibrillare gliare, 778 

- adattatrice “ 

- - Dishevelled”, 591 

- - Rictor, 596 

- AP-3e, 548 

- attivante la replicazione Cdc6p, 
604 

- C, 786 

- - reattiva (CRP), 814 


- canale, 219 

- carrier degli steroli, 376 

- che attrae i monoiciti (MCP-1), 
887 

- che inattiva l’attivatore del pla- 
sminogeno (PAI), 888 

- chinasi C, 169, 570 

- - - (PKC), 367 

- - citosolubile, 887 

-- Cz, 576 

- - inibente, 576 

- - Raf, 578 

- - regolata da stimoli extracellulari, 
576 

- CSL, 589 

- del retinoblastoma pRB, 602 

- di Tamm Horsfall, 912 

- di von-Hippel- Lindau, 966 

- disaccoppiante 1 (UCP1), 240 

- F, 786 

- G, 560 

- Grb2, 78 

- H, 785 

- I, 786 

- legante 

- - gli ormoni sessuali (SHBG), 814 

- - Il calcio, 166 

- - il CRE, 620 

- - il retinolo-4 (RPB-4), 887 

- - il retinolo, 712 

- - - - (RBP), 814 

- - l'amplificatore CCAAT, 970 

- - l'elemento 

- - - di risposta al cAMP, 970 

- - - responsivo ai carboidrati, 970 

- M, 785 

- mLST8/GbL, 596 

- osteoprotegerina (OPG), 931 

- p300, 621 

- pSs3, 602 

- prionica “virale” PrP SC, 498 

- R-SMADZ, 578 

- Rab 3, 852 

- Ras, 578 

- regolatrice 

- - della glucochinasi” (GKRP), 758 

- - neutra della steroidogenesi 
(STAR), 661 

- rho, 466 

- ribosomale S6, 597 

- S, 814 

- Tau, 548 

- trasportante la tiroxina, TBPA, 814 

- trasportatrice di acili (ACP), 356 

- zipper”, 621 
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Proteine-canale, 219 

- 14-3-3, 602 

- adattatrici Nek], 587 

- Bax, ad azione proapoptotica, 610 

- Bcl2 e Bcl, azione anti-apoptotica, 
610 

- carrier, 220 

- chinasi 

- - A, PKA, 565 

- - AMP dipendenti (AMPK), 593 

- - G, PKG, 567 

- da shock termico, 497, 610, 618 

- della coagulazione, 763 

- della fase acuta, 763 

- di trasporto, 763 

- estrinseche, 213 

- ferro-zolfo”’, 228 

- - di Rieske, 232 

- fosfatasi specifiche (Cdc 25), 602 

- G, 492 

- - trimeriche, 564 

- glicate, 82 

- HuR leganti lr mRNA, 595 

- intrinseche, 213 

- leganti 

- - l’elemento di regolazione steroi- 
deo, 970 

- - la Vit. D(VDBP), 814 

- - le catene polipeptidiche nascenti, 
497 

- MCM, 605 

- morfogenetiche dell’osso (BMP), 
929 

- prioniche, 540 

- transmembrana, 213 

Proteinuria, 911 

Proteoglicani, 18, 327 

- chimica dei, 18 

- delle lamine basali, 955 

- funzione, 946 

- metabolismo dei, 526 

Proteolisi 

- dipendente 

- - da caspasi, 511 

- - da ubiquitina, 509 

- lisosomale, 509 

- selettiva, 510 

Protettine, 677 

Protoeme, 85 

Protofilamenti, 776 

Protoporfirina IX, 86, 424 

Proto-oncogeni, 623 

Protoporfirine, 85 

Protrombina, 833 

Provitamina A, 161 
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PRPP sintetasi, 431 

Prusiner S., premio Nobel, 498 

Pseudogeni, 112 

Pseudouridina, 474 

PTEN (“Phosphatase and TENsin 
homologue”), 582 

- fosfatasi attiva sul PI-3,4,5 trifo- 
sfato, 581 

Pteroilmonoglutammato, 192 

PUFA (PolyUnsaturated Fatty 
Acids), 23 

Punto isoelettrico (pI), 44, 55 

Purin nucleoside fosforilasi, 440 

Puromicina, 492 

Putrescina, 392, 406 


Q 


Quercetina, 736 
Quoziente respiratorio (Q.R.), 704 


R 


R-SMAD2 (SMAD? regolata dal 
recettore), 582 

Racemasi, 124 

Racemizzazione, 187 

Rachitismo, 160, 636, 934 

Radicale/i 

- alcossilipidico, 148 

- ascorbile (AFR), 173 

- dell’O, (ROS), 901 

- Idrossilico, 148, 720 

- liberi, 148 

- lipoperossido, 148 

RAE (Retinol Activity Equivalents), 
163 

Rafts, 587 

Ramachandran, grafico di, 62 

Rame, 721 

Ramnosio, 10 

Ran GTP, 477 

RANKL, 931 

Ranvier, nodi di, 844 

Raptor (Regulatory Associated 
Protein of TOR), 596 

RAR (recettore dell’acido retinoi- 
co), 163 

RARE, “retinoic acid responsive 
elements”, 163 

Rb, proteina del retino blastoma, 
576 

RDW (Ind. Distribuzione 
l'ritrocitaria), 822 


Reazione/i 

- di coniugazione, 765, 766 

- di Maillard, 732 

- meccano-chimica, 789 

- redox 

Recettore/i, 558 

- a 7 segmenti transmembrana, 560 

- a tirosina-chinasi, Ror e Ryk, 592 

- ad attività tirosina fosfatasica, 582 

- x2-adrenergici, 654 

- AMPA, 867 

- apoptotico, 606 

- - CD95, 606 

- attivati dai proliferatori dei peros- 
sisomi, 687 

- aventi un unico segmento a-eliciz- 
zato transmembrana, 560 

- B-adrenergici, 563, 654 

- cannabico 

- - di tipo-1, 682 

- - di tipo-2, 682 

- CCKI, 692 

- citoplasmatici, 617, 618 

- colinergici, 871 

- dei glucocorticoidi, 970 

- del folato, 540 

- del ribosoma, 494 

- della glicina, 873 

- delle LDL, 331 

- di membrana, 617 

- di richiamo, 609 

- dopaminergici, 871 

- EDG, “Endothelial Differentiation 
Gene products”, 576 

- Frizzled, 591 

- GABA3, 871 

- glutamergici, 871 

- - AMPA, 873 

-- KA, 873 

- - NMDA, 873 

- Inotropico, 862 

- muscarinico, 857 

- nicotinico, 857, 871 

- NMDA, 867 

- Notch, 587 

- nucleari, 617, 969 

- oppiacei, 683 

- ormonali, 616 

- P2X (ATP), 871 

- per il kainato, 867 

- per la prolattina, 694 

- per la transferrina (Tf-R), 720 

- per le LDL, 336 

- per NGF, 694 

- RANK, 931 


- SRP, 494 

- X 

- - del farnesolo, 970 

- - del retinoide, 970 

Recombinasi, 457 

Reduced folate carrier-1, 192 

3-reduttasi, 370 

Refsum, morbo di, 26, 348 

Regione 

- DSL, 588 

- RAM (“RBPjK Associate 
Molecule”), 588 

Regolazione 

- allosterica, 136 

- - multipla, 139 \ 

- catecolaminica della contrazione 
miocardica 

- del ciclo 

- - dell’urea 

- - di Krebs 

- del contenuto di acqua ed elettroli- 
tl 

- del metabolismo del glicogeno 

- del pH ematico 

- dell’attività 

- - della glicogeno sintetasi 

- - ormonale dell’ipofisi 

- della biosintesi 

- - degli RNA 

- - del colesterolo 

- - pirimidinica 

- - proteica 

- - purinica 

- genica 

- glicemia 

- glicogeno fosforilasi del fegato 

- multipla 

- ormonale 

- per repressione catabolica 

- sintesi 

- - degli acidi grassi 

- - proteica dei procarioti 

Releasing Factors or Hormones, 
643 

Remnants, 330 

Rene 

- funzione, 908 

- metabolismo, 905 

Renina, 817, 924 

Replicatori, 604 

Replicon, 604 

Repressori 

- LEF, 591 

- TCF, 591 

Reserpina, 417, 859 


Resine a scambio ionico, 55 
Resistenza all’insulina, 218 
Resistina, 887 

Resolvina 

- DI, 678 

- D2, 677, 678 

- D3, 677, 678 

- D4, 678 

- El, 677 

- RVEI, 674 

Resveratrolo, 731 

- 3-0-B-D-glucoside, 735 

- 3-0-B-D-glucuronide, 735 
Reticolociti, 423, 828, 828 
Retinale, 160, 161 

- Isomerasi, 162 

- 11-cis-retinale, 876 
Retinilestere, 161 
Retinoblastoma, 623 
Retinoid X Receptor, 970 
Retinoidi, 150 


Retinol binding protein (RBP), 161 


Retinolo, 160 
- deidrogenasi, 160 


Retroinibizione (inibizione feed 


back), 137 
Reumatismo alcaptonurico, 415 
RFC-1, 192 
Rheb GTPasi, 596 
Rianodina, 787 
Riassorbimento 
- del rene, 
- - degli amminoacidi, 913 
- - degli elettroliti, 915 
- - dei Na*, 915 
- - del bicarbonato, 921 
- - del glucosio, 912 
- - dell’acqua, 917 
- - dell’osso, 931 
- - delle proteine, 911 
Ribitolo, 175 
Riboflavina 
- biosintesi, dei coenzimi, 175 
- chimica, 175 
- deficienza, 176 
- diffusione, 176 
- fabbisogno, 176 
Riboforine, 486 
Ribonucleasi, 67, 105 
- III “Drosha”, 477 
- lisosomali, 475 
- P, 157, 473 
- poli A specifica, 476 
5-P-ribosil-1-ammina, 435 
Ribosil-timina, 101 


Ribosio-5-P, 298 
Ribosomi, 103, 115 
Ribotimidina, 474 
Ribozimi, 157, 474 


Ribulosio-5-fosfato isomerasi, 500 


Ribulosio-5-P, 297 

Ribulosio-chinasi, 500 

Ricina, 492 

Ricombinazione del DNA, 113, 
456 

- genica, 504 

- omologa, 456 

- sito-specifica, 456 

- somatica, 504 


Rieske, proteine ferro-zolfo di, 232, 


234 
Rifampicina, 467 
Rifedipina, 787 
Riflesso enterogastrico, 730 
Rimodellamento acilico, 539 
Rimodellamento osseo, 232 
Rimozione degli introni, 468 
Ripolarizzazione, 847 
Riserva alcalina, 94, 920 
Risposta stringente, 502 
Risposta immune, 78 
RLF, replication licensing factors, 
602 
RNA 
- editing, 868 
- interfering, RNAI, 105 
- messaggero 0 MRNA, 103 


- modificazione postsintetica degli, 


467, 471 
- polimerasi 
- - DNA dipendenti, 464 
- - I, 466 
- - II, 466, 559 
- - III, 466 
- - RNA dipendente, 467 
- replicasi, 467 
- ribdsomale o rRNA, 103 
- transfer” o tRNA, 103 
- virale, 105 


ROCK (Rho-associated Coiled-co1l- 


containing Kinase), 586 
Rodopsina chinasi specifica, 874, 
875 
Rosso di rutenio, 799 
Rotenone, 233 
RRR-a-tocoferolo, 168 
RTK, 587 
Rutina, 736 


RXR (recettore dell’acido retinoico 


9-cis), 163 
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S 


S-adenosilmetionina (SAM), 103, 
193, 195, 201, 401 

S-adenosilomocisteina, 402 

Saccarina, 13 

Saccaropina, 403, 404 

- deidrogenasi, 403 

- liasi, 403 

Saccaropinuria, 403 

Saccarosio, 12 

Saccharomyces cerevisiae, 256 

Sali biliari, 34, 322 

- circolo enteroepatico dei, 38 1 

Salla, malattia di, 524 

Salting 

- In, 54 

- out, 54 

Sanger, metodo di, 58 

Sanger F., premio Nobel, 58 

Sangue 

- biochimica del, 813 

- cellule del, 822 

- coagulazione del, 829 

SAPK, proteina chinasi attivata dal- 
lo stress, 562 

Saposine, 535 

Sarcoglicano, 785 

Sarcolemma, 780 

Sarcomero, 781 

Sarcosina, 204 

Saxitossina, 849 

Scambio dei cloruri, 95 

Scatchard plot, 617 

Schiff, base di, 70 

Schuller Christian, morbo di, 381 

Schwann, cellule di, 844 

Sclerosi 

- glomerulare, 548 

- laterale amiotrofica, 548 

- multipla, 878 

Scorbuto, 69, 160, 174, 508 

SCP (sterol carrier protein), 376 

Scramblasi, 211 

Scrapie degli ovini, 498 

SDS-PAGE, 825 

SECIS (Seleno Cysteine Insertion 
Sequence), 724 

Secondi messaggeri, 560 

y-secretasi, 589 

Secretina, 626, 646, 730 

Sedoeptulosio-7-P, 298 

Segmento/i 

- Baa elicizzato, 573 

- C, 504 
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- L, 504 

- J, 504 

- random coiled”, 63 

- V, 504 

Segnali 

- apoptotici, 610 

- di stress, 608 
Selectine, 217, 543, 838 


Selenio, 724 

Selenocisteina, 724 

Selenoproteine, 724 

SEM (Sphingolipid enriched micro- 
domains), 218 

Selezione clonale, 79 

Semaforine, 582 

y-semialdeide glutammica, 4140 

- deidrogenasi, 410 

Sensore del voltaggio, 787 

Sephadex, 56 

Sequencer (sequenator), 59 

Sequenza-segnale, 

- in proteine, 494 

- N-terminale, 494 

Sequenza 

- di Esporto Nucleare o ELS, 496 

- di Localizzazione Nucleare 
(NLS), 496 

- PEST, 509 

Serina, 41 

- decarbossilasi, 392 

- deidratasi, 391 

- idrossimetil transferasi, 194 

- palmitoiltransferasi, 188 

- plasmalogeni, 28 

- proteasi, 963 

- racemasi, 869 

- seme, 478 

- transidrossimetilasi, 398 

Serina-treonina deidratasi, 399 

Serotonina, 392 

SERT, Serotonin Transporter, 863 

Sfinganina, 29 

Sfingolipidi, 21, 29 

Sfingolo (sfingosina), 29 

Sfingomielina, 29, 30 

Sfingomielinasi 

- acida, 373 

- alcalina, 373 

- neutra, 373 

Sfingolipidi 

Sfingolipidosi 


Sfingosina-1-fosfato, 575 

Sfingosina-P fosfatasi, 373 

Sfingosina, 29, 575 

- chinasi, 373 

- metilasi, 373 

SFR (Somatropin Releacing Factor) 

SGLT (sodium-glucose transpor- 
ters), 912 

Shear stress, 900 

ShKRNA (short hairpin RNA), 105 

Shunt dell’esoso fosfato, 295 

Sialidasi, 522, 524, 541, 545 

Sialidosi, 524 

Sialil-transferasi, 521, 545 

Sialoadesine, 543 

Sialoproteina dell’osso, 929 

Sialuria, 526 

Siderosi, 422 

SIF (Somatotropin Inhibiting 
Factor), 638 

Siglecs (sialic acid binding, Ig-like 
lectins), 549 

Silicio, 726 

Simporto, 220, 242 

- Na'/amminoacidi, 914 

Sinapsi, 845 

- chimica, 851 

- elettrica, 851 

Sinapsina I, 548, 851 

Sinaptobrevina, 852 

Sinaptotagmina, 852 

Sindecani, 527, 954 

Sindrome 

- CADASIL, 590 

- da Deplezione del DNA 
Mitocondriale (MDS), 254 

- da severa immunodeficienza com- 
binata (SCID), 445 

- di Alagille, 590 

- di Alport, 946 

- di Bjornstad, 254 

- di Crouzon, 934 

- di Ehlers-Danlos, 946 

- - tipo Vla, 524 

- di Fanconi, 49 

- di Jackson-Weiss, 934 

- di Kearns-Sayre (KSS), 252 

- di Leigh ereditata per via materna 
(MILS), 252 

- di Marfan, 508 

- di Marinesco-Sjògren, 526 

- di Pearson, 252 

- di Peutz-Jeghens, 596 

- di Pfeiffer, 934 

- di Stanley, 254 


- di Wolff-Parkinson-White, 596 

- di Zelweger, 347 

- emorragica cutanea e retro ocula- 
re, 526 

- encefalopatica di Wernicke- 
Korsakoff, 181 

- HHH, 254 

- metabolica, 630 

- nefrosica di tipo finnico, 910 

Sinemina, 785 

Singer e Nicholson, modello di, 215 

Sinoviociti, 963 

Sinporto, 220 

Sintassina, 852 

Sintetasi-fosforilasi chinasi, 304 

Sintetasi, 124 

- degli acidi grassi, 356 

3-sintetasi, 370 

SIRNA (small interfering RNA), 
105, 478 

Sirtuine, 180 

Sistema/i 

- canalicolare, 830 

- creatina-fosfocreatina, 791 

- di rimodellamento, 542 

- endocannabinoide, 683 

- limbico, 688 

- monosomale, 489 

- nervoso metabolismo del, 877 

- - componenti chimici fondamenta- 
li, 843 

- - neurotrasmissione, 850 

- pendolare “malato- aspartato”, 
287 

- pendolari, 286 

- polisomale, 489 

- sinciziale, 779 

- tubulare 

- - denso, 830 

- - trasverso, 780, 786 

Sito 

- allosterico, 136 

- amminoacilico, del ribosoma, 486 

- attivo/catalitico (di enzimi), 120 

- di riconoscimento di ligandi, 560 

- peptidilico, del ribosoma, 486 

- promotore, 465 

SLRPs (Small Leucine Rich repeat 
Proteoglycans), 951 

SMAD, 582 

SMADA, 580 

Smalto, 935 

SMRNA, 105 

o-SNAP, 852 

SNAP-25, 852 


SNARE (SNAp and NSF 
Attachment REceptors), 852 

SnRNA, 466 

SnRNPs° “small nuclear ribonucleo- 
proteins”, 471 

Sodio, Na' , 716 

- Dodecil Solfato (SDS), 55 

Soglia 

- del lattato, 794 

- renale (per il glucosio), 912 

Solfatasi, 528 

Solfatidi, 29, 531 

- metabolismo, 375 

Solfato (metabolismo), 515, 
536 

Solfito ossidasi, 400, 726 

Solfo-galattosil-ceramide, 531 

Solforil-transferasi, 515 

Solforilazione, 527 

Somatomammotropina corionica, 
(CS), 622, 666 

- lattogeno placentare, 666 

Somatomedina G, 628 

Somatomedine, 638 

Somatostatina, 622, 632, 643 

- 14 (SRIF o SRIH), 644 

- 28, 644 

Somatotropina (SH o GH), 636 

Sorbitolo, 8, 9 

- deidrogenasi, 315 

Sordità neurosensoriale non sindro- 
mica, 252 

SOS (“Son of Sevenless”), 578 

Sostanza/e 

- antiossidanti, 733 

- bianca, 846 

- grigia, 846 

- di gruppo sanguigno, 76 

- P, 646, 899 

Sottopeso, 700 

Southern E.M., sonde molecolari di, 
461 

Sovrappeso, 700 

SP-A (Surfactant Protein-A), 553 

Spazio 

- di Disse, 755 

- intermembrana, 226 

- tetradentato, 86 

Specie reattive dell’ossigeno 
(ROS), 233 

Specificità (degli enzimi), 123 

o-Spettrina, 824 

B-Spettrina, 824 

Spermadesina, 550 

Spermatogenesi, 640 


Spermidina, 406 

- sintetasi, 407 

Spermina, 406 

- sintetasi, 407 

Spina bifida, 819 

Spliceosomi, 471 

Splicing, 468 

Sprue non tropicale, 387 

Squalene, 35, 378 

- ciclizzazione, 376 

- monoossigenasi, 376 

SRE-BP (Sterol Responsive 
Element-Binding Protein), 172 

SREBP-1, 969 

SREBP-I1c (sterol responsive ele- 
ment binding protein lc), 693 

SRF (Somatotropin Releasing 
Factor), 638 

SRNA “small RNA”, 115 

ST-8 

- I, 545 

- II, 545 

Stagno, 726 

STAT (signal transducer and activa- 
tor of trascription), 578, 887 

Stato 

- di acidosi o alcalosi, 923 

- di polarizzazione, 846 

- di transizione, 120 

- liquido 

- - disordinato, 210 

- - ordinato, 210 

- solido, 210 

- stazionario, 128 

Steatorrea, 325 

Steatosi 

- epatica, 762 

- muscolare, 340 

- - carnitina priva 

Sterani, 33 

Stercobilina, 428 

Stercobilinogeno, 428 

Stereoisomeri, 6, 7 

Stereospecificità, 123 

Steroidi, 21, 374 

Steroli e steridi, 21 

Stiramento della parete arteriosa, 
898 

Stomatina, 825 

Stomatite angolare, 176 

Streptochinasi, 156, 835 

Streptomicina, 492 

Stress ossidativo, 150, 176 

Stricnina, 865 

Stromelisine, 963 
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Struttura/e 

- a dita di zinco, 618 

- “EF-mano destra”, 573 

- primaria delle proteine, 58 

- quaternaria delle proteine, 58 

- secondaria delle proteine, 58 

- terziaria delle proteine, 58 

- vescicolari appiattite, 874 

Stuart, fattore di, 835, 836 

Succinato- deidrogenasi , 292, 293 

Succinil-CoA, 292 

Succo 

- gastrico, 727 

- intestinale, 727 

- pancreatico, 727 

Sulfamidici (sulfanilammide), 133 

Sulfanilamide, 191, 423 

3-sulfinil-piruvato, 400 

Sulfuri allilici, 731 

Supereliche 

- negative, 465 

- positive, 465 

Superossido-dismutasi, 150 

Superossido dismutasi, 96, 153, 722 

Surfattante, 368 

SVCTI, 173 

SVCTz, 173 

Svedberg, 

- parametro di sedimentazione di, 
115 

- unità del coefficiente di sedimen- 
tazione di, 486 

SYP, 592 


T 


T-target-SNARE, 852 

T3, 648 

T4, 648 

Talassemie, 98 

Talina, 584, 785 

Tampone dei gruppi acetile, 205 

Tangier, morbo di, 336 

Tappo piastrinico, 830 

Taq polimerasi, 462 

Tasso di Attività Fisica (TAF), 704 

TATA box, 465, 559 

Taurina, 400 

Taxolo, 778 

Tay-Sachs, morbo di, 31, 537 

TBG (Thyroxine Binding 
Globulin), 649 

TBP (TATA-box binding protein), 
559 
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TBPA, (thyroxine binding pre-albu- 
min), 649 

Telopeptide 

- C, 932 

- N, 932 

Temperatura 

- di denaturazione 

- di transizione, 210 

Tempo di protrombina, 821 

- parziale, 821 

Tenascina, 901 

Tendine di Achille, 944 

Tensina, 584 

Teoflavina, 737 

Teoria 

- chemio osmotica, 240 

- della selezione clonale, 504 

Terapia genica, 460 

Termogenesi, 240, 881 

- indotta dalla dieta (TID), 703 

Termogenina, 240, 890 

Terpeni, 35 

Tessuto adiposo 

- bianco, 881 

- - metabolismo del, 882 

- bruno, 881 

- - metabolismo del, 890 

Tessuto muscolare 

- cardiaco, 796 

- liscio, 895 

- muscolare, 780 

Tessuto vascolare, 893 

Tessuto osseo, 827 

Test di tolleranza all’istidina, 638 

Testosterone, 658 

Tetracicline, 492 

Tetrahymena thermofila, 157 

Tetraidrobiopterina, 152, 197, 412 

3,5,3”,9 -tetralodotironina, 648 

Tetrodotossina, 849 

TGF (transforming growth factor) 

- TGF-a, 931 

- TGF-P, 603 

Tiamina, 181 

- biochimica, 181 

- chimica, 181 

- fabbisogno, 181 

- deficienza, 181 

Tiaminapirofosfochinasi, 181 

Tiaminasi, 182 

Tight junctions, 165, 635 

Timidilato 

- sintasi, 194, 439 

Timidina, 101 

Timina, 100 


Timo, 828 

TIMP (Tissue Inhibitor of Metallo 
Proteinases), 963 

Tioforasi, 292 

B-tioletanolammina, 392 

Tioredossina, 439 

Tiouracile, 648 

4-tiouracile, 100 

4-tiouridina (T), 474 

Tirammina, 392 

Tireoglobulina, 647 

Tireotropina (TSH), 636 

Tiroglobulina, 74 

Tirosina-chinasi Fyn, 587 

Tirosina, 41 

- 3-monoossigenasi, 197 

- idrossilasi, 413 

- transaminasi, 413 

Tirotropina, 638 

Tiroxina, 239, 648 

Tiselins A., premio Nobel, 55 

Titina, 50, 785 

TNF-a, 887 

TNF (Tumor Necrosis Factor), 608 

Tocoferoli, 168 

o.-tocopherol binding protein (c- 
TPP), 168 

Tocotrienoli, 168 

Tofi gottosi, 442 

Tolleranza al glucosio, 312 

Topoisomerasi, 111 

Tossina 

- colerica, 565 

- della pertosse, 565 

- difterica, 492 

TRADD (TNF-R Associated death 
domain), 608 

TRAF (TNF-Receptor Associated 
Factors), 608 

TRAIL (TNF-Related Apoptosis 
Inducing Ligand), 608 

TRANCE (TNF-related activation 
induced cytokine), 931 

Tranquillanti, 864 

Trans-resveratrolo-3-solfato, 735 

Transacetilasi, 500 

Transacilasi, 368 

Transaldolasi, 299 

Transaminasi, 124, 186, 389 

Transcarbamilasi, 136 

Transcarbossilasi, 124, 191 

Transchetolasi, 298 

Transcobalamina 

-I(TC-1), 814 

- II, 200 


- - (TC-I1), 814 

- III (TCIII), 200 

Transcortina (CBG), 658, 814 

o,}-transdeidroacil-CoA, 341 

Transferrina, (Tf), 150, 423, 720, 
814 

Transformilasi, 486 

Transfosforilasi, 124 

Transglicosilasi, 124 

Transtiretina, 161 

1l-tutto trans-retinale, 876 

Trappola del metile, 195 

Trascrittasi inversa, 453 

Trascritto regolato da cocaina e an- 
fetammina (CART), 887 

Trascrizione genica, 447, 451 

Trasducina, 874 

Trasduzione di segnali, 558 

Traslocasi, 488 

Trasportatore 

- dei nucleosidi, 825 

- del glucosio (GLUTI), 825 

- della membrana mitocondriale 

- - esterna o TOM, 494 

- - interna o TIM, 494 

- di di- e tri- peptidi, PEPT-1 e 2, 
915 

- di membrana dell’ AEA, 686 

- di metalli divalenti (DMTI1), 721 

- ileale di acidi biliari (IBAT), 975 

- KHE (K° /H* Exchanger), 244 

- lisosomale che permette la fuoriu- 
scita dai lisosomi di NeuAc, 524 

- multivitaminico Na” -dipendente 
SMVT, 191 

- NHE (Na'/H* Exchanger), 244 

- (NST, “Nucleotide Sugar 
Transporters”), 516 

- per il calcio (TRPV6), 166 

- specifici Na'dipendenti, 173 

Trasporto 

- assonale 

- - anterogrado, 844 

- - retrogrado, 844 

- attivo, 221 

- facilitato, 562, 618 

- transmembrana, 219 

- - attivo, 219 

- - passivo, 219 

Trasposasi, 457 

Trasposizione del DNA, 456 

Trasposone, 456 

Trasposoni, 478 

TRBP: (TAR RNA-binding pro- 
tein), 477 


Treonina, 41 

- deidratasi, 391 

TRF (Thyrotropic Releasing 
Factor), 639 

Trifosfoinositidi, 28 

30,70, 120-triidrossicoprostano, 
380 

Trigliceridi 

- a media catena, 324 

- biosintesi e deposito, 361 

- lipasi, 136 

- sintetasi, 136 

3,5,3’-trllodotironina, 648 

Trimetillisina, 43 

6-N-trimetil-L-lisina idrossilasi, 173 

Trimetilistidina, 43 

Trioso fosfato isomerasi, 274, 314 

Tripsina, 60, 121, 384 

- inibitore pancreatico della, 395 

Tripsinogeno, 385 

Triptofano, 40 

- diossigenasi, 151 

- idrossilasi, 417 

- ossigenasi, 178 

- pirrolasi, 416,417 

tRNA 

- isoaccettori, 483 

- nucleotidiltransferasi, 474 

- struttura e funzione, 107, 482, 484 

Trofoblasto, 667 

Trombo 

- bianco, 830 

- rosso, 833 

Trombociti, 830 

Tromboplastina, 835 

Trombospondina, 901, 929 

Trombossani, 667 

- TXA, 669 

- TXB, 669 

Tropocollagene, 64, 942 

Tropoelastina, 958 

Tropomiosina, 783,784 

Tropomodulina, 824 

Troponine, 783, 784 

- C, 573, 784 

- I, 784 

- miocardiche, 808 

- T, 784 

TSC 1/2 (Tuberous Sclerosis 
Complex), 596 

TSH (Thyroid stimulating 
Hormone), 651 

o-Tubulina, 776 

B-Tubulina, 776 

Tubulopatie congenite, 254 


TNF (Tumor necrosis factor) 

- A, -B, - R, 608 

Tumore di Wilms, 623 

Tunica 

- avventizia, 893 

- intima, 893 

- media, 893 

II-tutto trans retinale, 162, 874 
TYK, 578 


U 


Ubichinone, 229 

Ubiquitina, 509 

UCP (Uncoupling Protein), 890 

UCP2, 650 

UCPI, 650 

UDP-Gal, 515 

UDP-Gal-4’-epimerasi, 316 

UDP-Gal pirofosforilasi, 316 

UDP-GalINAc, 515 

UDP-Gle, 515 

- deidrogenasi, 312 

UDP-GIcA, 515 

UDP-GleNAc, 515 

UDP-Xyl (UDP-xilosio), 318, 515 

Ultracentrifugazione, 56 

UMP chinasi, 433 

Uniporto, 220, 242 

Unità 

- di attività enzimatica (U.I. = Unità 
Internazionale), 118 

- di risposta ormonale, HRU, 618 

- eritroidi 

- - formanti le colonie, 829 

- - proliferanti, 829 

- isoprenoidi, 376 

- monocarboniosa, 192 

Uracile, 100 

Urea, 393 

- ciclo dell’, 395 

- ematica, 397 

- regolazione del ciclo dell’, 396 

Ureasi, 118, 397 

Ureogenesi, 395 

Uricogenesi, 441 

Urina a sciroppo d’acero, 403 

Urobilina, 428 

Urobilinogeno, 428 

Urocanasi, 411 

Urochinasi, 157, 835 

Urodilatina, 918 

Uromodulina, 912 

Uroporfobilinogeno sintetasi, 423 
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Uroporfirinogeno sintetasi, 423 
- decarbossilasi, 425 
- sintetasi, 425 


V 


V-vesicular-SNARE, 852 

Valina, 40 

Valinomicina, 220, 244 

Valore ematocrito, 813 

Valproato di sodio, 865 

Valvulopatia aortica congenita, 590 

van den Bergh, reattivo di, 428 

van der Waals, forze di, 514 

Vanadio, 726 

Vasa recta, 915 

Vascolarizzazione corneale, 176 

Vascular-endothelial growth factor- 
A (VEGF-A), 968 

Vasopressina, 636, 641, 830 

Velocità 

- di reazione per l’attività enzimati- 
ca, 127 

- iniziale per l’attività enzimatica, 
127 

- massimale per le reazioni enzima- 
tiche, 128 

Ventricoli, 846 

Verapamil, 800 

Vescicole 

- della matrice extracellulare 
(VME), 930 

- lipidiche, 36 

- sinaptiche, 851 

Via/e 

- del trasporto attivo, 730 

- metaboliche di recupero o “salva- 
taggio”, 374 

- paracellulare, 730 

- transcellulare, 730 

- transcitotica, 730 

Vimentina, 778 

Vinblastina, 778 

Vincristina, 778 

Vinculina, 585, 785 

VIP, 646 

- 36 (Vescicular integral membrane 
Protein), 550 

Virodammina, 683 

Virosi, 819 

Virus a RNA, 105 

Visfatina, 887 

Visione, meccanismo della, 873 

Vita media degli mRNA, 504 
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Vitamero, 169 
Vitamine 

- A, 160 

- Bj, 181 

- Byo, 197 

- B,, 175 

- Bs, 183 

- Be, 185 

- C, 69, 150, 172 
- Di, 164 

- - binding protein, 165 
- - receptor, 166 


- Da, 165 

- E, 150, 153, 168 
-F, 171 
-K,-E,;-&, I70 
- PP, 176 


Vitronectina, 584 

VLDL, (Very Low Density 
Lipoproteins), 171, 326 

VMAT, Vesicular Monoamine 
Transporter, 859 

Vmax, per le reazioni enzimatiche, 
128 

VOCC, (voltage operated calcium 
channel), 787 

Von Gierke, morbo di, 311 


Von Willebrand, fattore di, 830 


W 


Walker J., premio Nobel, 241 

Warfarina, 171 

Watson J., premio Nobel, 108 

Wernicke-Korsakoff, sindrome en- 
cefalopatia di, 18] 

Western blotting, 57 

WWS, 526 


Xx 


X-globina, 828 
Xantina-ossidasi, 150 
Xantina, 441 

- ossidasi, 151, 175, 442 
Xantofille, 731 
Xantomatosi, 38 | 
Xenobiotici, 757 
Xeroderma pigmentoso, 456 
Xeroftalmia, 164 
Xilitolo, 313 

- deidrogenasi, 314 


B-xilosil-transferasi, 527 
Xilosio (Xyl), 75, 515 
Xilulosio-5-P, 298 
Xilulosio chinasi, 314 
XMP, 438 


Yml, 550 


Z-nina, 785 

Zattere lipidiche (Lipid Rafts), 587 

Zeaxantina, 734 

Zeina, 68, 180 

Zelweger, sindrome di, 347 

Zimogeni, 384 

Zinco, 722 

Zinco-insulina, 624 

Zolfo, 725 

Zona corticale (del rene), 906 

Zona midollare (del rene), 906 

Zonazione metabolica funzionale 
(fegato), 754 

Zucchero invertito, 12 

Zuccheri, potere riducente degli, $ 
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IMMUNOBIOLOGIA 
Fisiologia e fisiopatologia 
del sistema immunitario 


a cura di C.A. JANEWAY, P. TRAVERS, M. WALPORT, M. SCHLOMCHIK. 
Volume di 742 pagine, riccamente illustrato a colori. 


“Uno dei migliori testi di immunologia generale disponibili ... Questo libro fissa 
chiaramente un nuovo standard e tutte le persone interessate all’argomento dovreb- 
bero averlo.” Immunology Today 
“Janeway et al continua ad essere un capolavoro: è così valido e accessibile per i 
lettori pur con diversi livelli di esperienza immunologica, dagli studenti universitari 
ai ricercatori.” R. M. Steinman 
“Il mio parere globale è che questo è un testo eccellente di immunologia generale. 
I principi sono articolati in modo chiaro. La grafica uniforme aiuta molto il lettore 
e fornisce omogeneità, come pure le correlazioni tra le figure ed il testo, che rinfor- 
zano i concetti. A. Ezekowitz, Harvard 
“Ho conosciuto quest'opera, che è certamente il più importante testo di immunolo- 
gia a livello mondiale, prima sotto forma di una rimarchevole serie di conferenze, 
poi come appunti di conferenze creativi e infine in questo gioiello di libro” 

Philip W. Askenase 


ATLANTE DI ANATOMIA UMANA 
Uno studio fotografico del corpo umano 


di J.W. ROHEN, C. YOKOCHI, E. LUTJEN-DRECOLL. Volume riccamente 
illustrato a colori di complessive 502 pagine + cd rom multimediale. 


L’Atlante a colori di Anatomia Macroscopica di J.W. Rohen e C. Yokochi è da tempo 
un punto di riferimento per l'iconografia anatomica internazionale. 
Pur senza poter vicariare la indispensabile pratica diretta della conoscenza macro- 
scopica e topografica delle strutture corporee, il testo di Rohen e Yokochi, ai quali 
si è aggiunto più di recente E. Liitjen-Drecoll, ha corrisposto all'esigenza dei docen- 
ti di avere a disposizione materiale iconografico impeccabile da un punto di vista 
della preparazione dissettoriale alle esigenze dei discenti di avere un sussidio didat- 
ticamente valido, facilmente consultabile e fruibile durante lo studio della Anatomia 
Macroscopica, Sistematica e Topografica. 
L'ultima versione italiana, molto scrupolosamente curata dal Prof. Antonio 
Franchitto per quanto riguarda l'adeguamento della terminologia anatomica e la 
piena corrispondenza dell’Edizione italiana a quella inglese e tedesca, si presenta 
pienamente aggiornata e brillantemente realizzata dall’editore negli aspetti icono- 
grafici ed artistici. Sono convinto, quindi, che possa rappresentare un validissimo 
ausilio sia per gli studenti di Medicina che per i medici, gli specializzandi e gli 
specialisti che vogliano agevolmente verificare la reale morfologia degli organi, 
degli apparati e delle regioni corporee con le quali quotidianamente si confrontano. 
Eugenio Gaudio 


Jawetz, Melnick & Adelberg’s 
MICROBIOLOGIA MEDICA 
Venticinquesima edizione 


a cura di G.F. BROOKS, K.C. CARROLL, J.S. BUTEL, S.A. MORSE, T.A. 
MIETZNER. Volume di 860 pagine, illiustrato a colori. 


Dalla data di pubblicazione della I edizione nel 1954, il testo di Microbiologia 
Medica Jawetz è sempre stato un punto di riferimento per i microbiologi, gli infet- 
tivologi e gli studenti di medicina di tutto il mondo. 
È per me un grande onore avere la possibilità di presentare questa nuova edizione, 
che è stata completamente rinnovata pur mantenendo i criteri del passato. Si tratta 
di un testo moderno di indiscutibile validità scientifica, accuratamente aggiornato in 
base alle notevoli aumentate conoscenze in tutte le branche della microbiologia. 
Particolare attenzione è stata rivolta alla scoperta di nuovi patogeni, alla patogenesi 
delle infezioni ed ai meccanismi molecolari che ne sono alla base. Vengono inoltre 
ampiamente approfonditi l’impatto clinico delle infezioni ed il loro trattamento. 
Oltretutto il testo è anche “bello”, se mi è consentita questa definizione poco scien- 
tifica, cioè graficamente accattivante e con un corredo iconografico utile e cospi- 
CUO. 
In conclusione si tratta di un testo che contiene una visione complessiva della mate- 
ria ed al tempo stesso riesce a mantenere caratteristiche di maneggevolezza. 
Rossana Cavallo 


PATOLOGIA GENERALE 
IV edizione 


a cura di G.M. PONTIERI, M.A. RUSSO e L. FRATI. Opera in due tomi di 
1700 pagine, illustrata a colori, rilegata. 


Questo nuovo libro di Patologia generale non poteva non enfatizzare nei vari capi- 
toli l'aspetto molecolare dei meccanismi eziopatogenetici alla luce delle più recenti 
acquisizioni. I coordinatori e gli autori hanno costantemente tenuto presente la 
necessità di selezionare dalla mole dei dati, che ininterrottamente vengono alla 
ribalta, quelli di maggiore e più sicuro significato e di eliminare quelle informazio- 
ni che, in conseguenza del progresso, sono state ritenute obsolete. 

I capitoli hanno una iconografia a colori, prevalentemente schematica e riassuntiva 
di molti aspetti presenti nel testo, ed in appositi riquadri sono forniti richiami a 
concetti e nozioni di precedenti studi ed elucidazioni di carattere metodologico o 
storico o di riferimento alla clinica. Pensando agli studenti, si è anche fornita la 
possibilità di autovalutare il livello di apprendimento corredando ciascun capitolo di 
una serie di quesiti a risposta multipla. 


SEMEIOTICA MEDICA 


di G. FRADÀ e G. FRADÀ. IV edizione. Volume di 1070 pagine riccamente 
illustrato a colori. 


Il gradimento che le precedenti edizioni hanno ricevuto ed i continui ulteriori pro- 
gressi registrati nel corso di quest’ultimo lustro mi hanno incoraggiato e spinto alla 
compilazione di questa nuova edizione. 

Ho tenuto conto dei progressi tecnologici nel campo dell’ecocardiografia, dell’en- 
doscopia digestiva, delle nuove sindromi respiratorie infettive verificatesi recente- 
mente, della più recente classificazione del diabete mellito, della sindrome metabo- 
lica, della nuova complessità dei quadri demenziali che possono interessare sogget- 
ti adulti ma soprattutto anziani con ricadute importanti sul versante clinico e progno- 
stico, degli aspetti clinico-diagnostici della infertilità, dell’uso di alcool e droghe, 
dei disturbi alimentari. 

Ho insistito però soprattutto sulla semeiotica fisica, ribadendo l’insostituibile ruolo 
che un medico preparato, attento e scrupoloso riveste nell’ascoltare e visitare il 
paziente, formulare un sospetto diagnostico che gli esami - oggi sempre più sofisti- 
cati - potranno confermare. 

La conferma giunta da studi d’oltre oceano, condotti sulla popolazione che si rivol- 
geva a centri di emergenza, che riconoscono ad un tale metodo vantaggi clinici, ed 
anche economici, mi gratifica e mi rafforza nel convincimento che per una buona 
sanità non sono indispensabili i tagli alle spese, ma sono invece necessari i control- 
li, purché seri, le sanzioni ed i riconoscimenti, purché giusti, per le facoltà mediche, 
la cui funzione prioritaria è formare medici preparati e capaci per affrontare i pro- 
blemi di salute della popolazione e per la ricerca scientifica. 


FISIOLOGIA MEDICA 
di Ganong 
Ventitreesima edizione 


a cura di K.E. BARRETT, S.M. BARMAN, S. BOITANO, H.L. BROOKS. 
Volume di 792 pagine, illustrato a colori. 


Gli autori attuali hanno cercato di mantenere i più alti standard di eccellenza, accu- 
ratezza e pedagogia sviluppati da Fran Ganong nei 46 anni durante i quali, con 
questo libro di testo, ha educato innumerevoli studenti in tutto il mondo. 

Nello stesso tempo, ci siamo sintonizzati con le esigenze in costante evoluzione 
degli studenti e dei professori nella fisiologia medica. Per questo, oltre agli aggior- 
namenti usuali sulle ultime ricerche e sugli sviluppi in aree come le basi cellulari 
della fisiologia e della neurofisiologia, questa edizione ha aggiunto dei notevoli 
ausili pedagogici e di apprendimento per gli studenti. 

Nuove illustrazioni a 4 colori: abbiamo lavorato con un folto gruppo di disegnatori, 
fotografi, educatori e studenti per comporre un nuovo programma di illustrazioni 
accurato, aggiornato e piacevole da vedere. In tutto il libro ci sono illustrazioni a 
colori e tabelle, con didascalie dettagliate della figura, che riportano una breve storia 
o descrivono il punto chiave dell’illustrazione. 

Nuovi Inserti Clinici: messi in evidenza su uno sfondo ombreggiato, perché gli 
studenti possano riconoscere i casi clinici racchiusi in un Inserto, sono presentati 
esempi di malattie che illustrano importanti principi fisiologici. 

Nuove domande di ripasso alla fine del capitolo: Una cosa nuova di questa edizione 
è la chiusura di ogni capitolo con delle domande di ripasso. 
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